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RÉSUMÉ
L’arthrose (OA) est caractérisée par la dégradation des protéoglycanes et du
collagène du cartilage. Les petits protéoglycanes riches en leucine (SLRP5)
constituent une des familles de protéoglycanes. Les SLRPs sont caractérisés par leur
association avec les fibrilles de collagène. La MMP-13 joue un rôle prépondérant
dans l’arthrose. Cette enzyme coupe le collagène et dégrade certains protéoglycanes.
Cependant, son effet sur les SLRPs a été peu étudié.
Nous avons étudié la capacité de la MMP-13 à couper certains SLRPs : la
déconne, le biglycane, la fibromoduline et le lumican, dans le cartilage humain
normal et OA à différents niveaux de sévérité de la maladie.
Nos résultats ont montré que la MMP-13 dégrade chacun des quatre SLRPs et
que la fibromoduline et le biglycane en sont des substrats préférentiels. Le biglycane,
la déconne et le lumican ont un profil de dégradation semblable dans le cartilage
normal et OA. Cependant, la fibromoduline a un niveau plus élevé de dégradation
dans le cartilage plus fibrillé. Le microséquençage a indiqué un lieu de coupure
majeur (... VPK178-179VfS) pour le biglycane et un lieu potentiel de coupure pour la
déconne. Ces derniers sont situés dans la région riche en leucine de chacune des
molécules.
La dégradation des SLRPs par la MMP-13 représenterait un premier
événement dans la dégradation des fibrilles en exposant le réseau de collagène.
Ainsi, l’identification des produits de dégradation des SLRPs, particulièrement ceux
du biglycane et de la fibromoduline, aiderait à une détection précoce de la
dégénération du cartilage OA.
Mots clés:
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SUMMARY
Osteoarthritis (OA) involves both proteoglycans and the collagen network of
cartilage degradation. One of the proteoglycan families is the smatl leucine rich
proteoglycans (SLRPs). SLRPs are characterized by their association with collagen
fibrils.
MMP-13 was demonstrated to have a premier role in OA cartilage. This
enzyme degradates native collagen and proteoglycans. Its effect on the SLRPs,
however, has been scantily studied.
We therefore investigated the ability of recombinant human MMP-13 to
cleave different SLRPs: decorin, biglycan, fibromodulin and lumican, in normal and
OA human cartilage differing in the severity ofthe disease process.
The results show that MMP-13 is able to degrade alt four SLRPs. Although
only minimal cleavage of decorin and lumican were observed, cleavage of
fibromodulin and biglycan was extensive, suggesting that these later molecules are
preferential substrates. In contrast to biglycan, decorin and lumican which yielded a
c degradation pattern similar for both normal and OA, fibromodulin had a higher level
of degradation with increased cartilage damage. Microsequencing revealed a novel
major cleavage site (...VPK178-179VfS) for biglycan and a potential cleavage site for
decorin.
MMP-13-induced SLRP degradation may represent an initial event in
collagen fibril degradation by exposing the collagen network. Identification of the
SLRP degradation products, especially those of biglycan and fibromodulin, may
assist in an early detection ofdegeneration in OA cartilage.
Key words:
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INTRODUCTION
L I. L’arthrose
a. Généralités
L’arthrose est la maladie articulaire la plus fréquente. Sa forte prévalence,
surtout chez les personnes âgées, et la fréquence des problèmes associés à l’arthrose
font de cette maladie l’une des pathologies les plus invalidantes chez les personnes
âgées notamment au niveau des tâches impliquant les articulations portantes (1).
L’arthrose peut se développer dans toutes les articulations synoviales du corps, mais
les articulations les plus atteintes sont les mains, les genoux, les hanches et la
colonne vertébrale. Une seule articulation peut être atteinte, mais la majorité des
patients souffrent de plusieurs articulations. Cette pathologie est fortement liée à
l’âge. Elle est rare chez les personnes de moins de 40 ans mais sa fréquence
augmentant avec l’âge, la plupart des individus de plus de 60 ans ont des signes
radiologiques d’arthrose dans certaines articulations (2).
D’après un rapport sur la prévalence des maladies articulaires, le nombre moyen de
personnes souffrant d’arthrose aura augmenté de 57% en 2020 et les troubles
fonctionnels occasionnés par cette pathologie augmenteront de 66% aux Etats-Unis.
Ces estimations alarmantes sont attribuables à la large prévalence de la pathologie
chez les personnes âgées et à l’augmentation de la moyenne d’âge de la population
(3).
Les problèmes cliniques associés aux changements pathologiques et radiographiques
impliquent la douleur articulaire à l’usage, la raideur articulaire consécutive à une
période d’inactivité de courte durée, la douleur associée au mouvement de faible
amplitude et te crépitement de l’articulation. La douleur est particulièrement
importante, et l’arthrose est de ce fait considérée comme la cause la plus importante
de douleur articulaire locale chez les personnes âgées (2). Qui plus est, l’atteinte des
genoux et des hanches constituent une atteinte chronique avec un impact significatif
sur la qualité de vie et le bien-être psycho-social des patients. Ainsi, il n’est pas
C
2f—. surprenant que l’arthrose soit une cause mondiale de handicap, particuliè
rement chez
les personnes âgées (4).
b. Physiopathologie
L’arthrose est la plus commune des atteintes des articulations synoviales. Elle
est caractérisée par des dommages articulaires localisés dans les zones portantes et
associés avec la dégradation du cartilage, la néo-synthèse osseuse sur les bords de
l’articulation (ostéophytes), des changements au niveau de l’os sous-chondrat,
différents degrés de synovites et l’épaississement de la capsule articulaire (Figure 1).
Dans les états avancés de la maladie, les dommages sont visibles sur des radiographies,
montrant le pincement de l’interligne articulaire causé par la perte de cartilage, les
ostéophytes et même les modifications de l’os sous-chondral (2).
Des facteurs biochimiques et génétiques, ainsi que des facteurs mécaniques,
interviennent dans le développement des lésions arthrosiques au niveau du cartilage
articulaire. Les lésions altèrent les intéractions chondrocytes/matrice et en modifient
les réponses métaboliques du chondrocyte (5). Dans les phases précoces de ta
maladie, te chondrocyte a une réponse proliférative transitoire où est induit une
augmentation de la synthèse de la matrice cartilagineuse reflétant une tentative de
réparation. Il y a également une augmentation de la synthèse des cytokines
cataboliques et des enzymes de dégradation. Les cytokines cataboliques peuvent être
également synthétisées par des cellules de type fibroblaste ou macrophage dans la
membrane synoviale en réponse à une stimulation par les produits de dégradation du
cartilage. Dans le cartilage, la perte locale en protéoglycanes (aggrécanes) et la
degradation du collagène de type II interviennent dans un premier temps dans les
zones superficielles, provoquant une augmentation de la rétention d’eau et une perte
des forces tensiles de la matrice cartilagineuse. L’intervention des métalloprotéases
matricielles (MMPs) dans la dégradation des collagènes et protéoglycanes du
cartilage est bien établie. Les niveaux de leur inhibiteur tissulaire naturel (TIMP-l)
sont également augmentés dans les tissus de l’articulation. La progression de la
C.
3dégradation de la matrice cartilagineuse dans l’arthrose est corrélée avec un
déséquilibre local entre les niveaux des protéases et de leurs inhibiteurs (5;6).
L’arthrose a longtemps été considérée comme une pathologie non-inflammatoire.
Cependant, de nombreuses données ont démontré le rôle des cytokines pro-
inflammatoires produites par la membrane synoviale et les chondrocytes dans la
dégradation du cartilage dans l’arthrose. L’interleukine (IL)-1B et probablement le
facteur de nécrose des tumeurs (TNF)-Œ sont les causes principales impliquées dans
les mécanismes inflammatoires reliés à l’arthrose. D’autres cytokines ont été
retrouvées élévées mais leur rôle exact dans le cartilage reste à determiner. Depuis
des années, de nombreux travaux ont démontré que plusieurs facteurs
inflammatoires, incluant la synthase inductible de l’oxyde nitreux (iNOS), la
cyclooxygénase (COX)-2 et la prostaglandine E2 (PGE2), étaient capables de
moduler certaines fonctions cataboliques du chondrocyte dans l’arthrose (5) (7;$).
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figure 1 : L’articulation normale et arthrosique. Disposition des tissus articulaires (membrane
synoviale, os sous-chondral et cartilage) et leurs modifications au cours de l’arthrose
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4II. Les tissus articulaires
a. La membrane synoviale
1. Structure, composition et types cellulaires
La membrane synoviale est identifiée microscopiquement comme un tissu
conjonctif composé de couches de 0,5 à 5 mm d’épaisseur. Elle recouvre l’intérieur
de l’articulation, les tendons et les bourses (figure 1). La membrane synoviale n’est
pas recouverte d’une membrane basale, même si certaines protéines de la membrane
basale peuvent être associées à ses couches superficielles (9). Néanmoins, elle est
composée de deux types de synoviocytes qui ont été identifiés comme des
synoviocytes de type macrophage le type A, et de type fibroblastique, le type B, sur
des bases morphologiques, sur l’expression des marqueurs de surface ainsi que sur
l’expression et la fonction des protéines qu’ils expriment (9;1O). Les synoviocytes de
C type A, que l’on nommera macrophages synoviaux, sont dérivés de monocytes de ta
moelle osseuse (I1;12). Les synoviocytes de type B, que l’on nommera fibroblastes
synoviaux par la suite, se développent à partir de cellules progénitrices
mésenchymateuses à l’intérieur même du synovium (13).
Les synoviocytes ont des caractéristiques spécifiques hautement adaptées à leurs
fonctions. Tout d’abord, la membrane synoviale a une architecture en deux couches,
la couche bordante «lining » et la couche sous-jacente, qui peuvent être comparées à
l’architecture d’un épithélium ou d’un endothélium. Ensuite, tes synoviocytes ont la
capacité de synthétiser non seulement de grandes quantités de hyaluronate, aussi
appelé acide hyaluronique nécessaire au maintien de l’homéostasie du compartiment
synovial, mais également d’importantes quantités d’enzymes de dégradation de la
matrice dans des conditions inflammatoires (9).
Dans le synovium normal, la surface de la couche bordante est composée de
fibroblastes synoviaux interdigitalisés et de macrophages synoviaux en plus faible
quantité (9). Il a donc été suggéré que les fibroblastes synoviaux forment un réseau
pour les macrophages synoviaux et pour toute l’architecture de la couche bordante.
5Cette hypothèse est supportée par la capacité des fibroblastes synoviaux à
synthétiser les composants de la matrice synoviale, comme la fibronectine, la
laminine, les collagènes de type I, III, 1V et V, l’entactine, la chondroïtine et
l’héparane sulfate. Ces molécules consituent une matrice identique à une membrane
basale autour des fibroblastes synoviaux, même dans le cas ou une membrane basale
classique n’est pas associée aux cellules bordantes (9;14).
Cette architecture remplit les espaces entre les surfaces articulaires et facilite les
mouvements de l’articulation. Le tissu sous-jacent contient des vaisseaux sanguins et
lymphatiques, des fibres nerveuses et de nombreuses cellules de type macrophage,
fibroblaste et adipocyte. (9)
2. La membrane synoviale et l’arthrose
La membrane synoviale est le siège de réactions clés intervenant dans la
physiopathologie de l’OA. Ces réactions sont initiées et favorisées par la capture de
débris de cartilage dénaturé par les cellules bordantes de la membrane synoviale.
Celles-ci contribuent aux symptômes cliniques de l’arthrose tels que le gonflement,
la douleur et la raideur articulaire (15;16). La synovite ou inflammation synoviale
(figure 2) est elle-même caractérisée par une activation des cellules de la membrane
synoviale et par un infiltrat de cellules inflammatoires (lymphocytes et monocytes)
(17). Des effets pro- aussi bien qu’anti-inflammatoires des cytokines, des
neuropeptides et des eicosanoïdes, ont été démontrés pour de nombreux médiateurs
libérés par le tissu synovial inflammé dans l’arthrose (18).
Les eicosanoïdes libérés dans l’arthrose sont synthétisés par la COX. Deux
isoformes, les COX-1 et -2, ont été identifiées comme des enzymes clés de la
synthèse des prostaglandines (19). Ces enzymes sont exprimées dans la membrane
synoviale (20). La COX-2 est l’isoforme exprimée de façon prédominante dans la
membrane synoviale arthrosique. Son expression est augmentée d’abord dans les
cellules bordantes puis dans les vaisseaux sanguins et dans les cellules sous-jacentes.
La COX-1 est aussi exprimée dans les mêmes compartiments mais à un niveau plus
faible.
C
6o
No rm ae
Arthrosique
Figure 2: la membrane synoviale normale et arthrosique
b. L’os sous-chondral
1. Structure et physiologie de l’os normal
Le tissu osseux assure 3 fonctions différentes: il procure un support mécanique et
est le site d’encrage des muscles; il assure la protection des organes vitaux et de la
moelle osseuse; finalement, c’est un réservoir métabolique de calcium et de
phosphate.
L’os est composé de cellules entourées d’une matrice extra-cellulaire (21;22). Les
cellules sont de 3 types: les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes (23).
Les ostéoblastes sont responsables de la synthèse de la matrice extra-cellulaire ou
tissu ostéoïde qui sera secondairement minéralisée (24). Certains ostéoblastes,
lorsqu’ils sont complètement entourés par la matrice extra-cellulaire, sont appelés
ostéocytes (25). Les ostéoblastes synthétisent principalement le collagène de type I
qui forme des fibres de collagène. Ils libèrent également la plupart des autres
7constituants de la matrice comme les protéoglycanes, les glycoprotéines,
l’ostéonectine, l’ostéocalcine et les facteurs de croissance (26).
Les ostéocytes sont situés dans des logettes d’où partent des canalicules anastomosés
qui contiennent leurs prolongements cytoplasmatiques. Les ostéocytes sont capables
de maintenir l’homéostasie de la matrice osseuse (25).
Les ostéoclastes sont des cellules de grande taille avec plusieurs noyaux. Ils sont
responsables de la résorption osseuse (27).
La matrice extra-cellulaire est formée de collagène de type I à 90% et de protéines
non-collagéniques. Les cristaux d’hydroxyapatite et les cristaux amorphes de
phosphate de calcium forment le réseau minéral de la matrice lié aux fibres de
collagène et à la substance fondamentale. Cette dernière est composée de
glycoprotéines complexes et de protéoglycanes. Le rôle joué par les protéines non
collagéniques n’est pas encore entièrement connu. Cependant, leur présence est
nécessaire au processus de minéralisation (2$).
0 2. L’os sous-chondral et l’arthrose
Dans le tissu articulaire normal, l’os sous-chondral est formé de larges
trabécules avec de petits espaces trabéculaires. En revanche, dans les stades précoces
de l’arthrose, la plaque osseuse est plus fine. Il y a une réduction de l’épaisseur des
trabécules et les espaces trabéculaires sont plus grands. Dans les stades plus avancés
de l’arthrose, l’os sous-chondral s’épaissit et les espaces trabéculaires augmentent
(23). Dans les stades terminaux de la maladie, il y a un remodelage des tissus
calcifiés de l’articulation et une sclérose de l’os sous-chondral (figure 3). Les
altérations de l’os sous-chondral pourraient être soit une conséquence soit à l’origine
de la dégradation du cartilage. Des études ont en effet rapportées que les
modifications de l’os sous-chondral pouvaient précéder les lésions du cartilage (29),
alors que d’autres ont montré que les modifications de l’os sous-chondral suivaient
celles du cartilage. Quoiqu’il en soit, la progression de la destruction de l’articulation
est associée à un remodelage intensif de l’os sous-chondral et à une augmentation de
la dureté de l’os sous-chondral. La réparation des microfractures trabéculaires dans
C
$l’os sous-chondral suite à une mise en charge brusque des articulations pourrait être à
l’origine de l’augmentation de la rigidité de l’os qui, par conséquent, n’est plus
efficace dans l’absorption des chocs. Ceci induit donc un stress au niveau du
cartilage et ainsi des fibrillations de ce dernier tissu (30).
Par ailleurs, la rigidité de l’os sous-chondral pourrait faire partie de la
dégénérescence globale de l’os et produire une augmentation apparente de la densité
minérale osseuse ou du volume (23). En fait, différentes études ont montré que les
patients ne souffrent que très rarement d’ostéoporose et d’arthrose simultanément
(31), et que les patients arthrosiques ont une masse osseuse mieux préservée
indépendamment de la masse corporelle (32). Qui plus est, l’utilisation de techniques
d’histologie a montré que les os arthrosiques humains avaient tine densité osseuse
augmentée. Par contre, des techniques d’histomorphométrie ont montré que le
volume osseux était augmenté mais que cet os, par unité de volume, était moins
minéralisé que celui de sujets contrôlés d’âge identique oit plus jeunes (33). Par
conséquent, la densité peut être diminuée dans un os où le volume est augmenté si la
f3 minéralisation par unité de tissu est diminuée (34).
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9Figure 3: L’os sous-chondral et ses modifications au cours de l’arthrose (modifié d’un
symposium clinique, 1996)
c. Le cartilage
Le cartilage est un tissu conjonctif avasculaire et non inervé, composé de
cellules, les chondrocytes, et d’une marice extra-cellulaire ( figure 4 ). Il existe 3
sortes de cartilage dans le corps humain: le cartilage hyalin, le fibrocartilage et le
cartilage étastique (situé au niveau de l’épiglotte et du larynx). Le cartilage élastique
est présent au niveau des disques intervertébraux et des ménisques alors que le
cartilage hyalin, également appelé cartilage articulaire, couvre les épiphyses des
articulations diarthrodiales (35).
Le cartilage articulaire est un tissu spécialisé dans la distribution de la charge avec
un minimum de friction au niveau de la surface articulaire. Ses propriétés
compressives et tensiles sont déterminées par la composition de la matrice et des
fluides. Elles sont maintenues par les chondrocytes dans une articulation
homéostatique (36).
Superficial zone
MidUle zone
Deep zone
Calcified zone
From A. Robin Poole
Arthrftis and AIIied Conditions
o
Pericellular region
Archading of tibrils
Territorial region
Interterritorial region
Figure 4: Structure du cartilage articulaire (tirée de Poole AR, Arthritis and AIlied Conditions,
2005)
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1. Structure du cartilage
La composition, l’organisation et les propriétés de la matrice extra-cellulaire
ainsi que la morphologie, la taille et l’activité métabolique des cellules sont
différentes entre la surface et la profondeur du cartilage (Figure 4).
L’histomorphogénèse du cartilage articulaire est régulée pendant le développement
squelettique par des forces intermittentes et les déplacements imposés par les
articulations diarthrodiales. La formation de 4 zones est un élément clé dans le
développement du cartilage : la couche superficielle (I), la couche intermédiaire ou
de transition (11), la couche radiale ou profonde (III) et la couche de cartilage
calcifiée (IV) (Figure 4) (37).
L’épaisseur totale du cartilage change d’une articulation à l’autre. La cellularité est
inversement proportionnelle à l’épaisseur du cartilage et dépend de l’intensité des
forces mécaniques appliquées (37). La cellularité dépend de l’intensité des forces
mécaniques imposées dans certains secteurs (3)
Dans la couche superficielle (I) (figure 4), les chondrocytes sont de petite taille et
aplatis. Ils sont disposés parallèlement à la surface articulaire. Les fibres de
collagène sont fines et agencées parallèlement à la surface articulaire.
La zone intermédiaire (11) représente 40 à 60% de l’épaisseur totale du cartilage. Les
chondrocytes sont plus gros, seuls ou en groupe et distribués au hasard. Les fibres de
collagène suivent une disposition en arche dans la matrice.
Dans la zone radiale ou profonde (III), les chondrocytes ont une forme d’ellipse. Ils
sont disposés en colonnes de 2 à 6 cellules, orientées perpendiculairement à la
surface articulaire. Les fibres de collagène sont orientées dans le même sens que les
colonnes de chondrocytes.
Enfin, dans la zone calcifiée (IV), les chondrocytes sont moins nombreux et épars.
La zone profonde est séparée de la zone calcifiée par un front de calcification appelé
«tidemark »(35;38).
Dans les zones superficielles du cartilage, le collagène est orienté horizontalement.
Les fibres sont plus compactes et leur diamètre moins important. Cette orientation
C
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protège contre les érosions du cartilage tant qu’elle permet la transmission des forces
de compression de la surface du cartilage vers ses extrémités. Le contenu en
collagène diminue progressivement depuis la surface vers les profondeurs du
cartilage. Dans les couches profondes, les fibres sont plus séparées, leur diamètre est
plus important et elles sont alignées verticalement. Les fibres de collagène se
prolongent par des fibres dans le cartilage calcifié mais pas avec celles de l’os sous
chondral (3).
2. Composition
Les chondrocytes sont les seuls éléments cellulaires du cartilage. Ils représentent 2 à
3% du volume total du cartilage, alors que la matrice constitue 97 à 98% du volume
total. La matrice extra-cellulaire est composée d’eau pour 70 à 80% et de matière
sèche pour 20%. Le collagène de type II représente 50% de cette matière sèche et les
protéoglycanes 30 à 35%. Les derniers 15 à 20% correspondent aux autres protéines
extra-cellulaires (3).
a. Les chondrocytes
Les chondrocytes sont peu nombreux dans le cartilage et leur nombre tend à
diminuer avec l’âge. Les chondrocytes sont des cellules hautement spécialisées dans
la biosynthèse et la maintenance des constituants de la matrice extra-cellulaire
(figure 5). Les chondrocytes sont aussi responsables d’un système de protéolyse
complexe capable d’effectuer des renouvellements périodiques des différents
éléments constitutifs de la matrice extra-cellulaire. Ils leur est possible de maintenir
dans le cartilage adulte normal un équilibre entre l’anabolisme et le catabolisme (39).
Les chondrocytes ont un petit nombre de mitochondries. Ceci est dû à leur
consommation réduite d’oxygène. Les cellules de la couche profonde, mais non
celles du cartilage calcifié, ont un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi
développés et tous deux adaptés à la synthèse des protéines et à la sulfatation des
mucopolysaccharides (40;4 1).
C
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Les chondrocytes varient en taille, forme et nombre par unité de volume de tissu
entre la surface et la profondeur du cartilage. L’unité fonctionnelle du cartilage est le
chondron. Il est formé par le chondrocyte, l’espace qu’il occupe dans la matrice
cartilagineuse et la matrice péricellulaire formée de glycoprotéines synthétisées par
la cellule. Il existe une capsule de collagène adjacente au chondron qui confère des
propriétés mécaniques à la structure et régule le passage des molécules et des ions de
la cellule vers la matrice et vice versa (42).
En dépit de la relative quiescence du chondrocyte mature, la cellule est capable de
répondre aux stimuli biochimiques, structuraux ou physiques, de synthétiser des
enzymes, des facteurs de croissance, des cytokines ainsi que les différents
constituants de la matrice extra-cellulaire. Les chondrocytes sont capables de
maintenir une activité anabolique élevée dans le cartilage de croissance. Cependant,
la capacité à combler la perte de collagène est limitée dans le cartilage mature. Seule
la synthèse de protéoglycanes semble être maintenue. La division cellulaire est un
phénomène rare, mais il est possible de l’observer dans le cartilage adulte en réponse
c à certaines agressions (43;44).
b. La matrice extra-cellulaire
La matrice extra-cellulaire est constituée par une fraction liquide et un cadre solide
de macromolécules (figure 5) qui confèrent au cartilage ses caractéristiques
biochimiques spéciales. La matrice extra-cellulaire varie aussi en fonction des
éléments cellulaires sur toute l’épaisseur du cartilage de manière à différencier 3
zones dans le cartilage articulaire adulte : la région péricellulaire, riche en
protéoglycanes, en protéines non-collagéniques et en collagène non fibrillaire, la
matrice territoriale qui forme un réseau telle une capsule autour du chondron, et la
matrice inter-territoriale, de volume plus important, formée de fibres de collagène de
gros diamètre formant des arches ancrés dans les profondeurs et dirigés vers la
surface.
o
C;
o
Fibrillation
Initiation 0f cartilage loss
and chondrocyte meta Matrix degradation
bolism alterations and fissures
figure 6: Le cartilage articulaire et ses modifications au cours de l’arthrose (modifié d’un
symposium clinique, 1996)
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j. La fraction liquide
L’eau constitue près de 70% du poids du cartilage et ses interactions avec les
macromolécules matricielles influencent les propriétés mécaniques du tissu. L’eau
contenue dans la matrice cartilagineuse est ditribuée de manière inégale. Sa
concentration est plus élevée en surface et elle diminue graduellement vers la
profondeur (45). La forte densité de charges négatives produites par les
protéoglycanes attire et retient les molécules d’eau dans la matrice extra-cellulaire.
Si ces molécules ne sont pas capables de retenir le liquide dans la matrice extra
cellulaire et de prévenir leur perte par la matrice, le cartilage perd son élasticité, sa
flexibilité et sa capacité à réduire les frictions et distribuer les pressions (figure 6).
Le contenu tissulaire en eau joue un rôle important dans le maintien de l’élasticité,
permettant la nutrition et la lubrification du système (46).
ïi. Les macro-molécules structurales
La matrice extra-cellulaire est formée d’un réseau de fibres de collagène dans
C lequel un autre réseau de protéoglycanes s’insère, en plus des petites glycoprotéines
et des protéines non-collagéniques.
1. Le collagène
L’élément structural principal du cartilage est le réseau de collagène, formé
principalement par les fibres de collagène de type II et dans une moindre mesure par
les collagènes de type VI, IX, XI, XII et XIV.
Le collagène de type II a une demi-vie extrêmement longue, environ 100 ans,
comparée à la demi-vie de l’aggrécane, qui est d’environ 5 ans (47;48). Ceci est
propre au cartilage mais il est possible de le trouver également dans le corps vitreux
et la chorde. Il est formé de 3 chaines alpha-1 (cd). Le collagène de type II est
synthétisé par le chondrocyte et relargué sous la forme de pro-collagène. Il subit
ensuite tin clivage protéolytique qui supprime la zone non hélicale. Il est incorporé
plus tard dans la matrice où il est organisé en un réseau tri-dimensionnel afin de
parer aux forces de traction et de résister aux forces de tension. Les collagènes de
C type VI, IX, XI, XII et XIV (figure 7) sont minoritaires dans le cartilage mais jouent
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cependant
un rôle structural et fonctionnel très important. Les donnés actuelles
montrent que le collagène de type Xl pourrait jouer un rôle dans la détermination de
l’épaisseur des fibres de collagène de type II (49;50). Ceci est important dans le
développement et pour l’intégrité du cartilage. En effet, des mutations génétiques de
cette molécule provoquent des anomalies de développement et sont la cause
d’histoires familiales d’arthrose (51).
Type H Chaînes polypeptidiques a1(II)
NH, COOH
Ty e xi a5tXl) a1(Xl) ce(XI)
T e iX tx3(IX) a,(tX) cx1(IX)
Chaîne de chondroitine sulfate
Type X a1(X)
Type VI Œ(Vl) Œ,(Vl) o7(Vt)
Figure 7: Les différents types de collagène présents dans le cartilage articulaire
2. Les protéoglycanes
Les protéoglycanes sont des macromolécules synthétisées par les
chondrocytes. Dans un état physiologique, les chondrocytes maintiennent constante
la quantité de protéoglycanes dans la matrice extra-cellulaire avec un taux de
renouvellement important. (52)
a. Structure des protéoglycanes
o
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, Les protéoglycanes sont formés d’un axe central de nature protéique auquel les
gtycosaminoglycanes (GAGs) sont liés de façon covalente (53) (figure 8). Les
protéoglycanes sont des molécules très hydrophiles qui s’insèrent dans le réseau de
collagène (52).
GI El G2 G3
Aggrécane
?:‘,H-
Aggrécane
Acide hyaluronique
Assemblage en écouvillon p
de l’aggrécane —
autour de l’acide
hyaluronique
Q
b. Les glycosaminoglycanes (GAG)
Les GAGs sont des chaînes polyanioniques de longueur variable, générées par la
répétition d’un disaccharide où l’un des résidus est toujours une hexosamine (D
glucosamine ou D-galactosamine) et l’autre est un acide hexuronique (acide D
glucuronique ou acide L-iduronique) (54). En fonction de la nature des disaccharides
présents, on obtient différents types de GAGs (figure 9): acide hyaluronique,
chondroïtine sulfate, dermatane sulfate, héparane sulfate ou kératane sulfate. Par
exemple, l’acide hyaluronique est un glycosaminoglycane linéaire formé par la
répétition du disaccharide acide glucuronique-N-acétylglucosamine. Il est le seul à
ne pas être sulfaté et ne se lie pas de façon covalente aux protéines (55).
o
Figure 2: Structure globale des protéoglycanes
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Figure 9: Structures des différents glycosaminoglycanes (AcGIu=acide glucuronique;
Acldoacide idu ronique; NGaI=N-acétylgalactosamine; NGIuc=N-acétylglucosamine;
GaI=Galactose; Ser°’sérine)
c. Classification des protéogÏycanes
Il existe différentes classifications des protéoglycanes. Historiquement, ils étaient
classés en fonction de la chaine de GAG prédominante. Cependant, il est difficile
d’établir des groupes à cause de l’hétérogénéité des GAGs, de l’existence des
protéoglycanes hybrides, et de l’absence de caractéristiques spécifiques aux noyaux
protéiques. Une autre classification peut être établie en se basant sur la séquence
d’acides aminés, la réactivité immunologique et les propriétés topographiques et
fonctionnelles des protéoglycanes (56). On peut alors distinguer les familles
suivantes I) les protéoglycanes extra-cellulaires de grande taille capable d’interagir
avec l’acide hyaluronique ou la chaîne de chondroïtine sulfate est prédominante,
représentés par l’aggrécane; 2) les petits protéoglycanes avec des noyaux protéiques
homologues substitués par une ou deux chaînes de GAGs (chondroïtine sulfate,
dermatane sulfate ou kératane sutfate), représentés par les petits protéoglycanes
C
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riches en leucine (SLRPs); 3) les protéoglycanes de la membrane basale qui
contiennent des chaines d’héparane sulfate, représentés par le perlecane; 4) les
protéoglycanes des membranes cellulaires, normalement de type hybride, représentés
par le syndécane; 5) les protéoglycanes intra-cellulaires contenant un noyau
protéique dont la séquence est constituée d’une alternance de sérine et de glycine
avec des chaînes de chondroïtine sulfate et d’héparane sulfate.
cL Fonctions des protéoglycanes
Les protéoglycanes assurent des fonctions variées, allant d’un rôle de support à une
fonction dans les processus cellulaires tels que l’adhésion, la motilité, la
prolifération, la différenciation ou la morphogenèse (57-59). La plupart de ces
fonctions dépendent de la chaîne de GAGs et de leur capacité à interagir avec les
autres protéines. Cette association peut se faire par une interaction de faible affinité
grâce à des charges ioniques opposées ou par une interaction hautement spécifique.
Certaines fonctions sont assurées par la chaîne de GAGs libres, telles que l’activité
C’ anticoagulante et antiproliférative de l’héparine (60). Dans la plupart des cas,
l’activité est dépendante du noyau protéique. Le noyau protéique peut constituer une
base pour l’immobilisation et l’espacement adéquats des chaînes de GAGs.
L’ancrage du noyau protéique à la surface cellulaire peut être essentiel pour lui
permettre d’adopter la position correcte pour l’interaction des GAGs avec les
ligands. Dans certains cas, les noyaux protéiques contiennent des régions spécifiques
sans protéoglycanes. Ces régions peuvent interagir spécifiquement avec des autres
macromolécules de la matrice (53).
e. L ‘aggrécane
L’aggrécane est le principal protéoglycane du cartilage hyalin. Il représente
80% des protéoglycanes totaux de ce tissu (61). Le rapport structure-fonction de
cette molécule est l’tin des plus étudiés. Sa fonction est de répartir les charges
mécaniques, fonction cruciale dans une articulation portante. Dans le cartilage, les
protéoglycanes et l’aggrécane en particulier, jouent un rôle essentiel pour assurer les
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propriétés mécaniques du tissu. Les agrégats d’aggrécane sont insérés dans la
matrice extra-cellulaire du cartilage comme un gel hydraté piégé dans un réseau
insoluble de collagène. La capacité de l’aggrécane à interagir avec l’eau est une
conséquence de sa charge négative. Son activité osmotique génère une pression de
gonflement contenu par les forces tensiles du réseau de collagène. Quand le cartilage
est comprimé, l’eau sort, concentrant les aggrécanes et augmente leur activité
osmotique. A la fin de la compression, l’eau regagne les aggrécanes qui retrouvent
leur état de gel (61;62).
L’aggrécane (figure 8) a un noyau protéique avec un domaine pluri
globulaire. Dans certaines régions spécifiques de la chaine polypeptidique, il lie 120
chaines de chondroïtine sulfate, $0 de kératane sulfate et un nombre variable
d’oligosaccharides. Son contenu en polysaccharides est très élevé et représente 90 à
95% du poids de la molécule (61;62).
Les domaines globulaires Gi, G2 et G3 (figure 8) contiennent des motifs structuraux
C retrouvés dans d’autres protéines. En effet, à l’extrémité N-terminale de la molécule,
les domaines globulaires Gl et G2 présentent des homologies structurales avec des
immunoglobulines. Ceci suggère un rôle dans les processus de reconnaissance,
d’adhésion cellulaire et de réponse immunitaire (63;64). Le domaine G3 est composé
de deux à trois motifs structuraux appartenant à différentes familles de protéines. Il
possède une région homologue aux protéines régulatrices du complément et une
autre région ayant des caractéristiques communes avec des lectines du groupe C. Une
troisième région a des homologies avec le facteur de croissance épidermique (EGF)
et est exprimée de façon variable (61;65). Les caractéristiques de ce domaine G3 font
de cette molécule un membre de la famille des sélectines, molécules impliquées dans
la reconnaissance cellule-cellule dans les processus d’extravasation et
d’inflammation.
Comme son nom le suggère, l’aggrécane forme de gros agrégats moléculaires
constitués de nombreux monomères reliés de façon non covalente à l’acide
hyaluronique (figure 8). Cette interaction est hautement spécifique et implique
C
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l’union du domaine Gi de l’aggrécane avec 5 disaccharides de l’acide hyaluronique
(61;62). Cependant l’union n’est stable qu’avec la participation d’une petite
glycoprotéine, appelée protéine d’union. Celle-ci interagit autant avec l’acide
hyaluronique qu’avec le domaine GI (66).
f Le perlecane
Le perlecane est un protéoglycane présent dans tous les tissus vascularisés. Il
est généralement distribué au niveau de la membrane basale dans les régions
péricellulaires. Cette sous-famille comprend des glycoprotéines avec une structure en
multi-domaines qui lie des chaines d’héparane sulfate (67;6$). Cet héparane sulfate
se lie dans le domaine I dans une région contenant 3 séquences sérine-glycine
aspartate consécutives (figure 10). Le domaine II est homologue à la région d’union
du ligand des récepteurs de lipoprotéines de basse densité (LDL). Parmi les fonctions
du perlecane, même si elle reste spéculative, son rôle dans le métabolisme des LDL
est intéressant. Le perlecane est fortement exprimé dans les cellules sinusoïdales du
C foie, dans la rate et dans les cellules sub-endothéliales vasculaires. Il semble donc
logique de penser que les LDL vont entrer en contact avec le perlecane pendant son
transport. Les domaines III, 1V et V présentent des homologies avec la superfamille
des immunoglobulines. Les fonctions de ces régions sont hypothétiques mais par
analogie avec d’autres protéines les contenant, elles pourraient être impliquées dans
les interactions protéine-protéine, dans la dimérisation des molécules de perlecane
dans la membrane basale, dans la stabilisation de la matrice extracellulaire et dans
l’amélioration de l’adhésion cellulaire (69). Cette protéine joue un rôle clé grâce à sa
chaîne d’héparane sulfate dans le stockage et la libération de facteurs de croissance
des fibroblates (FGf) (70).
o
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Figure 10: Structure du perlecane (SEAsperm protein, enterokinase and agrin; LArécepteur
des LDL de classe A; LE=Iaminine-1 EGF- similaire; LamB=module globulaire similaire à celui
du bras court de la chaine al de la laminine 1; lg=répétition de type immunoglobuline;
LamG=domaine G du bras long de la chaine al de la laminine 1; EG=Domaine de type EGF)
(adapté de Iozzo, 1998)
g. Le syndécane
Les protéoglycanes associés à la surface cellulaire sont présents dans toutes les
cellules où ils assurent des fonctions diverses (71;72). Ils participent à la régulation
de la coagulation sanguine (thrombomoduline), assurent un rôle de récepteur
(récepteur de la transférine et CD44) et interagissent avec d’autres constituants de la
matrice extracellulaire ou des facteurs de croissance.
Les 4 membres de la sous-famille de syndécane sont caractérisés par un petit
domaine cytoplasmique correspondant à l’extrémité C-terminale de la molécule, un
domaine transmembranaire et un grand domaine extracellulaire. Les principales
caractéristiques de ces molécules sont la conservation des sites de liaison des GAGs
et oligosaccharides, le maintien d’un site de clivage protéolytique dans un site
I I
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adjacent au domaine transmembranaire et un degré élevé d’homologies dans le
domaine transmembranaire (73;74).
Les différents changements de chaîne de chondroïtine et héparane sulfate présentes
dans le syndécane sont le reflet de la variété de ligands qui peuvent s’y lier. Parmi
eux, on trouve les composants de la matrice extracellulaire et le EGF (75;76). La
liaison du syndécane aux constituants de la matrice extracellulaire donne des
informations sur son environnement à la cellule. De cette façon, le syndécane est
considéré comme un récepteur ayant la capacité de participer à la transduction des
signaux intracellulaires.
h. Les petits protéoglycanes riches en leucine
(SLRPs)
Le groupe de protéoglycanes et de glycoprotéines qui contiennent des domaines
riches en leucine est nommé aussi protéoglycanes en fer à cheval (horseshoe) (77).
Ils sont formés d’un peptide signal, d’un propeptide controlant la substitution de
GAGs, d’une région riche en cystéine pouvant être sulfatée par la tyrosine ou
substituée par des GAGs et d’une région importante riche en leucine. Ils sont
terminés par une région riche en cystéine. Le motif riche en leucine est
LXXLXLXXNXL/I., où L correspond à leucine, I à isoleucine et N à asparagine
(77). Ce motif n’est pas uniquement présent dans les protéines matricielles. On le
retrouve également dans les protéines intracellulaires. Il intervient dans les
interactions protéine-protéine.
Les caractéristiques des différents SLRPs seront détaillées à la section III.
i. Les protéoglycanes et l’arthrose
La composition en protéoglycanes est modifiée au cours de la vie et varie selon la
localisation dans le cartilage. Par exemple, la proportion de chondroïtine 4-sulfate est
plus élevée chez l’enfant alors que le kératane sulfate est prédominant chez la
personne âgée et dans les couches profondes du cartilage.
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Chez l’humain, on observe avec l’âge un raccourcissement des chaînes de
chondroïtine sulfate, une augmentation de la proportion de chondroïtine 6-sulfate et
une augmentation des noyaux protéiques (78). On observe également une
augmentation du domaine GI et une accumulation de la protéine d’union (77). Ceci
implique un processus de dégradation qui favorise le développement de l’arthrose où
la perte nette de protéoglycane est associée à un changement macroscopique
dégénératif (figure 6).
III. Les petits protéoglycanes riches en leucine (SLRPs)
Les SLRPs sont des petits protéoglycanes formant une famille caractérisée par des
chaînes polypeptidiques riches en leucine (figure 11). Ils ne représentent que 1 à 2%
de la masse totale de protéoglycanes du cartilage. Dans les tissus fibreux, ils sont
présents au niveau de 95% des protéoglycanes totaux (79).
Le domaine riche en leucine est connu pour intervenir dans l’adhésion cellulaire, la
migration cellulaire, la transduction du signal, la réparation de l’ADN et la synthèse
des ARN messagers. Les SLRPs sont particulièrement impliqués dans la régulation
de l’assemblage de la matrice, la maintenance et la croissance de différents tissus
comme la cornée, les os, les dents, le cartilage, la peau, les tendons et les vaisseaux
sanguins (80).
Le domaine riche en leucine des SLRPs expose à sa surface une structure en feuillet
f3, structure classiquement connue pour participer aux interactions protéine-protéine
(3)
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Figure 11: Structure globale des SLRPs (Speptide signal de la région N-terminale;
PRO=propeptide; CYS=région riche en cystéine; LRR=région riche en leucine) (tirée de Woods
A, Arthritis and AIlied Conditions, 2005)
La famille de SLRPs peut se subdiviser en 4 classes: La classe I inclut la déconne, le
biglycane et l’asporine; la classe 2 inclut la fibromoduline, le lumican, le kératocan,
l’ostéoadhérine et ta PRELP (protéine riche en arginine qui se termine par une région
riche en leucine); ta classe 3 comprend l’épiphycan, l’ostéoglycine ou mimecan et
l’opticine; la classe 4 correspond à la chondroadhérine et la nyctalopine (3).
a. La classe 1 : déconne et biglycane
1. Généralités
La déconne a été la première des SLRPs identifiés. La déconne (figure 12) et
le biglycane présentent de très grandes homologies. Ils contiennent 12 répétitions
consécutives de 24 acides aminés, avec de nombreuses leucines. La déconne doit son
nom au fait qu’elle coiffe le collagène de type I et II. L’interaction avec le collagène
Glycosaminoglycanes
1/
LRR
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s’établit par l’intermédiaire du noyau protéique sans intervention des chaînes de
GAGs ($1). Lorsque la déconne se lie à la surface de la fibre de collagène,
l’assemblage latéral de la triple hélice est bloqué, déterminant le diamètre final de la
fibre ($2;83). Même si le noyau protéique est relié à la fibre de collagène, les chaînes
de GAGs sont importantes pour maintenir la distance inter-fibritlaire.(83).
La déconne et le biglycan sont retrouvés dans le cartilage foetal en développement et
dans le cartilage mature. L’aggrécane, la déconne et le biglycane sont contenus dans
des proportions similaires dans le cartilage humain adulte. La déconne et le
biglycane sont plus concentrés à la surface du cartilage et dans les zones
péricellulaires ($4).
I II III IV
Cx,Cx C L,xLxLxxNxLSxL CxC
Figure 12: Structure de la déconne (SPpeptide signal; PP=propeptide; Cys=région riche en
cystéine; LRR=région riche en leucine) (adapté de Iozzo 1998). Point rouge: Asparagine liée
aux oligosacarides. Chaine bleu : Dermatan-/ chondroitine-sulfate
La liaison du noyau protéique de la déconne avec le collagène de type I limite le
diamètre des fibres. Il a été montré dans un modèle de souris deficientes (knockout
= KO ) pour la déconne, que l’assemblage des fibres est désorganisé et que les
propriétés tensiles de la peau sont réduites (85). Ceci met en évidence le rôle de la
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déconne dans l’organisation des fibrilles et dans les propriétés tensites. La déconne
se lie aussi au collagène de type XIV.
La forme en fer à cheval de la déconne et la dimension de son arche permettent
d’envisager un modèle d’interaction avec la triple hélice de collagène (80).
Mème si la déconne coiffe le collagène de type II, aucune modification du diamètre
des fibres n’a été observée dans tes souris KO (80).
La structure tridimensionnelle de la decorine a été publiée récemment (161). Dans
cet article les auteurs proposent une structure dimérique pour la protéine. Chaque
monomere est formée par un seul domain replié sous forme de solénoïde (nigh
handed). Chaque domain contient 12 LRR (I-XII) flanqués par une structure en
epingle dans la région N- terminale et une bêta chaine à la fin du domain LRR-XII.
Les auteurs proposent une conformation plus ouverte que la structure typique sous
forme de fer à cheval. Ceci donnerait à la molécule la possibilité de s’unir à plus
d’une molécule de collagen. La surface concave est impliquée dans la diménisation
de la decorine et ne permettrait pas L’union à son ligand. Toutefois d’autres auteurs
c ont démontré que la decorine en solution est active uniquement sous forme de
monomer. Cette structure permettrait d’expliquer l’union de la molécule à différents
ligands (163).
L’organisation tissulaire et l’interaction potentielle du biglycane avec les différents
composants de la matrice extracellulaire cartilagineuse sont moins clairement
définies. Le biglycane porte deux chaînes de chondroïtine ou dermatane sulfate. Les
souris n’exprimant pas le biglycane ont un niveau de déconne normal mais montrent
un retard de croissance post-natal. Ceci met en évidence le rôle du biglycane dans la
régulation positive de la formation de la masse osseuse (80).
Cependant, il n’existe pas de preuve de défaut dans les fibres de collagène de type 11
dans le modèle de souris KO pour le biglycane.
La déconne, le biglycane et la fibromoduline sont capables de lier le collagène de
type II. Cependant, le biglycane peut également lier le collagène de type VI (86).
La déconne et le biglycane ont la capacité de lier le facteur de croissance
transformant (TGfJ3) vraisemblablement par les domaines riches en leucine de la
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protéine. Ceci conduit à l’inactivation du facteur de croissance. Cette interaction
constitue une compétition entre la déconne et le récepteur du TGFf3 (87).
Il est possible pour le noyau protéique de la déconne d’interagir avec la fibronectine
et le thrombospondine afin d’inhiber l’adhésion des fibroblates avec ces substrats
(8$-90).
2. La classe 1 dans l’arthrose
Il a été montré que les différences de contenu en déconne et biglycane entre le
cartilage normal et arthrosique se situaient au niveau des couches profondes du
cartilage (84). En fait, le cartilage arthrosique contiendrait autant de SLRPs de classe
I que le cartilage normal, mais ceux-ci seraient concentrés dans les couches
profondes du cartilage. Par ailleurs, une étude ultrastructurale a pu mettre en
évidence une augmentation de synthèse de déconne et de biglycane dans les stades
avancés d’arthrose. Ceci représenterait une dernière tentative de réparation par le
cartilage (91).
b. Laclasse2
1. Généralités
La fibromoduline a été initialement isolée du cartilage articulaire. Cependant,
elle est présente dans la plupart des tissus. Elle se lie au collagène sur un site
différent de celui de la déconne. Elle peut être l’un des facteurs régulant la formation
des fibres de collagène de type I et II dans ce tissu (92;93). La liaison de la
fibromoduline au collagène peut réguler les interactions avec d’autres composants de
la matrice. Des études de microscopie électronique montrent qu’elle joue un rôle
important dans les fibrilles matures, particulièrement dans la formation du réseau, en
optimisant les propriétés tensiles du tissu. La fibromoduline porte 4 chaînes de
kératane sulfate (94). Son expression augmente avec l’âge dans le cartilage humain.
Comme la fibromoduline, le lumican contient des chaînes de kératane sulfate.
C’ Le lumican est le principal protéoglycan de type kératane sulfate dans la cornée. Il
2$
est largement distribué dans les tissus de l’organisme. 11 est présent dans le cartilage
où il est associé aux fibres de collagène tout comme au niveau de la cornée. Son
expression est augmentée dans le cartilage adulte (95). Il a été proposé que le
lumican pourrait puisse réguler l’assemblage des fibres de collagène, car en son
absence, le diamètre des fibres est trop important dans certains tissus (96;97).
Le keratocan est exprimé en quasi totalité dans le tissu de mammifères
adultes dans la cornée et la sclérotique (9$). Le noyau protéique du keratocan
pourrait se Lier aux fibres de collagène afin d’en réguler le diamètre. Ses chaînes de
GAGs régulent la taille des espaces interfibrillaires. Ces hypothèses sont supportées
par le fait que l’absence de keratocan provoque des modifications dans les
espacements des fibrilles et par conséquent dans le diamètre des fibres dans le stroma
cornéal des souris KO pour le keratocan (97). Cependant, l’absence de keratocan
provoque des anomalies moins préjudiciables que l’absence de lumican. En effet,
l’absence de lumican dans les souris KO pour ce gène est à l’origine de l’opacité de
la cornée et de la fragilité cutanée. De plus, une étude dans la cornée a montré que le
c keratocan pourrait être régulé par le tumican (99). On ne dispose que de peud’information sur le keratocan dans le cartilage articulaire. Sa présence a été montrée
dans le cartilage articulaire bovin (9$).
L’ostéoadhérine est exprimée par les ostéoblastes matures. Elle a été
identifiée comme un protéoglycane riche en résidus leucine et aspartate dans la
matrice minéralisée de l’os. C’est une protéine acide qui se lie à l’hydroxyapatite
(100). Elle peut également se lier aux ostéoblastes via l’intégrine Œvf33. Son
expression a été montrée dans d’autres tissus comme les tendons, la moelle osseuse
et dans l’interface entre l’os et le cartilage au niveau de la tête fémorale (100).
La PRELP a une séquence similaire à celles de la fibromoduline et du
lumican. Elle a aussi 4 sites potentiels de N-glycosylation. Elle contient un domaine
riche en arginine et proline, spécifiquement dessiné pour lier l’héparine et/ou
l’héparane sulfate (101). Ceci pourrait influencer les réactions et les interactions à la
surface des cellules où l’héparane sulfate est présent comme chaîne latérale des
protéoglycanes de la surface cellulaire. Elle assure un rôle dans l’organisation de la
matrice. Elle pourrait également moduler les effets du FGF. Le FGF agirait sur le
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métabolisme des chondrocytes (3). Son activité dépend des chaînes héparine et
héparane sulfate pour son activité. Le domaine riche en teucine de la PRELP lie
fortement le collagène, comme tous les membres de sa classe (102). Elle peut
également établir des liaisons entre les collagènes dans la matrice extracellulaire et
les protéoglycanes contenant de l’héparane sulfate à la surface des cellules (102).
2. La classe 2 dans l’arthrose
La fibromoduline joue un rôle dans L’arthrose. En effet, il a été montré dans
un modèle de souris KO pour la fibromoduline, que le diamètre des fibres de
collagène de type I était anormalement mince dans le tendon et autres tissus fibreux
et que ces animaux avaient une tendance prononcée à développer de l’arthrite avec
l’âge (103;104). Ceci serait dû à la mauvaise qualité des ligaments. D’autre part,
dans un modèle de double KO fibromoduline et lumican, les ligaments confèrent une
hyperlaxité articulaire favorisant le développement de l’arthrose (105).
Il a été montré que le lumican contenait des chaînes de kératane sulfate dans le
C cartilage jeune et que le kératane sulfate pouvait être substitué dans les chondroc4es
après un traitement à t’IL-l (106).
En ce qui concerne le keratocan et l’ostéoadhérine, leur expression a été montrée
respectivement dans le cartilage bovin et murin (100;107). Mais il n’existe aucune
évidence de leur présence dans le cartilage humain ni de leur implication dans
l’arthrose.
L’expression de la PRELP a été montrée dans le cartilage humain. Cependant son
rôle dans l’arthrose n’a pas été décrit (10$).
c. La classe 3
1. Généralités
L’épiphycan est un dermatane sulfate. Il a été différencié de la déconne et du
biglycane dans le cartilage épiphysaire ce qui a déterminé son nom (53). Tout
C comme la déconne et le biglycane il possède deux résidus sérine qui constituent la
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© séquence consensus typique d’attachement des GAGs. Il est exprimé au cours du
développement après l’aggrécane. 11 est libéré par les précurseurs des chondrocytes
articulaires et hypertrophiques. 11 a d’ailleurs été suggéré que l’épiphycan pourrait
jouer un rôle dans l’organisation de la matrice de la plaque de croissance, notamment
dans la zone des chondrocytes aplatis, où il est abondant (80). L’épiphycan contient
uniquement 7 répétitions de la séquence riche en leucine au lieu des 10 ou 11
normalement rencontrées dans ce type de molécules (109).
L’ostéoglycine a été initialement isolée comme un facteur inducteur dans la
matrice osseuse bovine (110). Cette molécule de 12 kDa pourrait en fait être un
fragment généré par un clivage protéolytique d’une plus grande protéine qui n’a
cependant pas été identifiée. Son expression a été montrée dans la sclérotique, la
cornée et les kératocytes en culture. Par contre, elle n’est présente qu’en faible
quantité dans l’os et le cartilage (110-113).
L’opticine a été isolée du corps vitreux chez le bovin, où elle était reliée aux
fibres de collagène. Elle a été originellement nommée oculoglycane et caractérisée
dans la rétine (1 14;1 15) et l’iris humaine (116). Elle a également été trouvée dans les
ligaments et la peau. Jusqu’ici, sa présence n’a pas été montrée dans les tissus
articulaires humains. Par contre, elle a été mise en évidence chez le chien dans le
cartilage de l’épaule et dans les chondrocytes des côtes (115). Elle contient 6
répétitions de la séquence riche en leucine.
2. La classe 3 dans l’arthrose
Aucune information n’est publiée sur l’intervention des membres de la classe
3 des SLRPs dans l’arthrose.
U. La classe 4: la chondroadhérine
1. Généralités
La chondroadhérine a été initialement isolée du cartilage trachéal bovin. Elle
contient 11 répétitions de la séquence riche en leucine (117). Il lui est possible de
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fournir des signaux de rétro contrôle à la cellule par son interaction avec les
récepteurs de l’intégrine c2f3I exprimés à la surface des chondrocytes (118). Elle
pourrait être impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire. Elle est
exprimée dans la région profonde de la plaque de croissance entre la zone de
prolifération et la zone hypertrophique. On la trouve également dans les couches
profondes du cartilage articulaire (119). Elle peut lier le collagène de type II sur 2
sites différents (117;120). Ce rôle n’est pas clairement défini, mais elle pourrait jouer
un rôle dans l’organisation des grands agrégats dans les fibres proches de la surface
cellulaire. Son expression a été trouvée dans le cartilage, les tendons, l’os, la moelle
osseuse et les yeux dans des conditions physiologiques normales (120). Son
expression est régulée par l’ostéoglycine/mimécan (121).
2. La classe 4 dans l’arthrose
Tout comme pour les molécules de la classe 3, aucune information n’est disponible
sur la chondroadhérine dans l’arthrose.
IV. Dégradation de la matrice cartilagineuse
L’arthrose se caractérise par la destruction du cartilage articulaire. Ceci est dû à
la dégradation de la matrice. Cette dernière, en plus de l’usure mécanique, fait l’objet
d’une digestion enzymatique. Les enzymes responsables de cette digestion sont
synthétisées par les chondrocytes. Les enzymes sont de différents types : les
métalloprotéases (MMP), les aggrécanases (ADAMTS -4 et -5) et d’autres protéines
appartenant aux familles des sérine- et des thiol-protéases.
a. Les métalloprotéases matricielles (MMP5)
Les MMPs correspondent à une famille de zinc endopeptidases (tableau 1).
Les enzymes de cette famille ont des homologies structurales et fonctionnelles. Elles
sont synthétisées sous une forme latente, et elles sont inhibées par des agents
chélateurs et des inhibiteurs endogènes tissulaires spécifiques (TIMPs). Les MMPs
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sont capables de dégrader plusieurs composants de la matrice extra-cellulaire, dont
la triple hélice de collagène, les protéoglycanes, la fibronectine et la laminine
(6;122). Actuellement, 25 types différents de MMPs ont été identifiés. Les membres
de cette famille se répartissent en 5 sous-groupes (6): 1) les collagénases (MMP-1, -8
et -13); 2) les gélatinases (MMP-2 et -9); 3) les stromélysines (MMP-3, -10 et -11);
4) un groupe hétérogène qui rassemble la matrilysine (MMP-7), l’énamélysine
(MMP-20) et la métalloélastase des macrophages (MMP-12 et -19); 5) les MMPs
membranaires (MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25 et MTI-6-MMP). Les groupes I et 2
correspondent aux MMPs classiques (6;123). Leur rôle dans la physiopathologie de
l’arthrose est clairement défini.
Plusieurs MMPs (MMP-1, -2, -3, -8, -9, -13 et -14) pouvent digérer le collagène de
type II de la matrice cartilagineuse. Malgré le fait que la MMP-1 soit importante dans
la dégradation du cartilage arthrosique, aujourd’hui la MMP-13 est reconnue pour être
la coltagénase de l’initiation de la collagénolyse (124). La MMP-13, également
appelée collagénase-3, est une MMP capable de dégrader rapidement plusieurs
composantes de la matrice extracellulaire, et son importance dans l’arthrose humaine a
été clairement établie et étudiée (124). Elle constitue d’ailleurs l’une des principales
cibles potentielles thérapeutiques pour le traitement de l’arthrose, soit par la recherche
d’inhibiteurs spécifiques de son activité, soit par une inhibition de sa synthèse (125).
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MMP number Enzyme Preferred Substrate
Collagenases
MMP-1 Interstitial collagenase Coflagen I, II, III, V, VU, VIII, X, Aggrecan, Gelatin, Serpins, proMUE-2,
proMUP-9,
UMP-8 Neutrophil collagenase Collagen I, II, III, V
MMP-13 Collagenase-3 Colbgen I, II, III, IV, V, IX, X, XI, Gelatin, Aggrecan, LN, FN, Tenascin
MMP-18 Collagenase-4 (Xenepus) Helical collagen
Gelatinases
MMP-2 Gelatinase A (72 kDa) Collagen I, IV, V, VII, X, Gelatin, Elastin, EN, LN, Nidogen, activeMMP-9,
activeUMP-13
MMP-9 Gelatinase 0 (92 kDa) Collagen IV, Gelatin,Aggrecan, LN, Nidogen
Stromelysins
MMP-3 Stromelysin-1 Collagen II, IV, IX, X, XI, IN, FN, Nidogen, Aggrecan, Proteoglycan,
Elastin, Gelatin, proMMP-1, proMUE-7, proMMP-8, proMUE-9,
MMP-1 O Stromelysin-2 Collagen IV, LN, FN, Nidogen, Proteogîycan, Gelatin
MMP-11 Stromelysin-3 LN, al-antitrypsin, ol-proteinase inhibitor
Membrane-type MMPs
MMP-1 4 UT1-MMP Collagen I, II, III, Gelatin, LN, FN, VN, Nidogen, Aggrecan, Proteoglycan,
Perlecan, Tenascin, proMUE-2, proMMP-13
MMP-15 MT2-MMP Collagen I, II, III, Getatin, IN, FN VN , Nidogen, Aggrecan, Perlecan,
Tenascin, proMUE-2, proMUP-13
MMP-16 MT3-MMP Collagen I, 1111, Gelatin, Casein, IN, FN, VN, Aggrecan, Perlecan,
proMMP-2, proUMP-1 3
UUP-17 MT4-MUP EN, Fibrin, Gelatin
MMP-24 MT5-UMP proMMP-2, proMMP-13
MMP-25 MT6-MMP proMMP-2
Others
MUE-7 Uatrilysin Collagen IV, Gelatin, Elastin, Eroteoglycan, Glycoprotein
MMP-12 Matalloebstase Elastin
MMP-19 (Unamed) Not known (Gelatin)
MMP-20 Enamelysin Amelogenin, Aggrecan, COMP
Tableau 1: Classification des MMPs et de leurs substrats préférentiels
C La MMP-13 a été découverte en 1994 dans des cellules cancéreuses du sein (126) et
par la suite, a été mise en évidence dans le cartilage humain et son importance a été
montrée dans l’OA (124). La MMP-13 est une métalloprotéase matricielle sécrétée
sous forme latente (60 kDa, 471 acides aminés). Elle est composée de domaines
distincts: un pré-domaine contenant une séquence signal hydrophobe nécessaire à la
sécrétion de l’enzyme, un pro-domaine impliqué dans la latence de l’enzyme et clivé
de façon à activer l’enzyme, et ainsi qu’un domaine catalytique dans lequel se trouve
le site de liaison au zinc. Le dernier domaine se situe dans la partie C-terminale ; ce
domaine ‘hemopexin-like’ est essentiel à l’activité collagénolytique (126) et est
impliqué dans l’activation de l’enzyme (127). Un mécanisme cellulaire responsable de
l’activation in vivo de la MMP-13 a été proposé (12$): une enzyme, la MT1-MMP
(membrane ivpe-] matrix metalloprotease) ou MMP-14 effectuerait un premier clivage
pour éliminer les 36 premiers acides aminés de la pro-forme, suivi d’un second clivage
de 23 autres acides aminés par la gélatinase 72 kDa (MMP-2) afin de couper
complètement le pro-domaine et produire la forme active finale de 4$ kDa. Knauper et
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al (127) ont montré récemment que l’activation cetiulaire par la MTI-MMP dépendrait
de la présence du domaine C-terminal. In vitro, la MMP-13 peut également être
activée par différents facteurs dont le plus utilisé est l’acétate d’aminophényl de
mercure (APMA). En plus de dégrader le collagène de types I, II et lii, la MMP-13 est
aussi active sur d’autres éléments de la matrice extracellulaire et, selon les conditions
expérimentales, elle cliverait l’aggrécane, la fibronectine, la fibrilline, la gélatine et les
collagènes en plus des types 1, II ou III, ceux de types 1V, IX, X et XIV (124;129-
133).
Contrairement aux autres MMPs, cette enzyme a un profil de distribution très limité
dans les tissus humains normaux. Elle est exprimée principalement lors de
l’ossification foetale et dans certains tissus en remodelage (134;135). Chez l’adulte
sain, on la retrouve presque exclusivement au niveau du cartilage (124;129). fait
intéressant, l’expression de la MMP-13 est restreinte vis-à-vis de la pathologie et elle
est plus élevée dans certains tissus malades. La production de la MMP-13 est
augmentée dans le cartilage lors de l’OA et de polyarthrite rhumatoïde
C (124;129;136;l37). Certains tissus cancereux expriment aussi la MMP-13. Cesderniers sont cancer du sein (126), chondrosarcome (138), carcinome du larynx
(139), carcinome du cou et de la tête (140), tumeurs de l’épithélium (141) et
carcinome de la vulve (142).
Contrairement aux gènes des autres MMPs qui sont transcrits en un seul ARN
messager (ARNm), le gène de la MMP-13 est transcrit en deux ARNm principaux de
2.5 et 3.0 kb. Un transcrit mineur d’environ 2.2/ 2.0 kb est aussi parfois détecté (124).
Ce dernier est retrouvé en quantité très faible et seulement lors d’une forte stimulation
du niveau d’ARN. L’équipe de Freije et al (126) a suggéré que ces ARNm résultaient
de l’utilisation d’un site différent de polyadénylation, ce que nos travaux récents ont
confirmé. Cependant, le rôle de chacun de ces transcrits n’a jamais été étudié. La
présence de différentes isoformes de cette enzyme a récemment été publiée dans le
cartilage humain (143). et le rôle de ces isoformes est présentement à l’étude
(Information personnelle Dre Martel-Pelletier). À noter, cette diversité dans le nombre
de transcrits de la MMP-13 ne se rencontre que chez l’humain. En effet, on ne retrouve
qu’un seul transcrit chez plusieurs espèces animales adultes tels le chien, le cheval, le
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lapin et les rongeurs (144-146). Le gène de la MMP-13 humaine semble donc se
démarquer au point de vue régulation génique des autres membres de la famille des
MMPs.
De nombreux facteurs sont susceptibles de moduler l’expression de la MMP-13
humaine. La transcription du gène est induite par des cytokines pro-inflammatoires,
des esters de phorbol et certains facteurs de croissance, tandis que d’autres agents tels
l’IL-13, les glucocorticoïdes et l’acide rétinoïque ont un effet inhibiteur.
Enfin, la MMP-13 est capable de dégrader l’aggrécane (133) et la fibromoduline (147).
D’autres SLRPs peuvent cependant être dégradés par d’autres MMPs. Il a été rapporté
que la déconne est clivée par les MMP-2, -3 et -7 (148). L’effet d’autres MMPs sur
ces substrats n’a pas été étudié.
b. Les aggrécanases
Les aggrécanases correspondent aux ADAMTS-1, -4 et -5. L’ADAMTS-4 est
C’ encore appelée aggrécanase-1 et l’ADAMTS-5, l’aggrécanase-2. Elles ont une
activité MMP couplée à une activité aggrécanase qui assure la dégradation de
l’aggrécane. Cette activité et son rôle dans la dégradation du cartilage ne sont admis
que depuis quelques années (149-15 1) . Leur activité aggrécanase est sensible à l’IL
1f3, au TNFŒ et à l’acide rétinoïque. La dégradation de l’aggrécane par ces enzymes
est due à leur activité glutamyl-endopeptidase.
Les aggrécanases sont présentes aussi bien dans le cartilage normal que dans le
cartilage arthrosique.
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OBJECTIFS
La dégradation des protéoglycanes est un événement majeur et précoce de la
dégradation du cartilage dans l’arthrose. La MMP-13 joue un rôle clé dans la
dégradation de la matrice extra-cellulaire du cartilage dans cette pathologie. Cette
MMP, en plus de digérer le collagène de type II, est capable d’agir sur différents
protéoglycanes. Les SLRPs constituent une famille de protéoglycanes. Ses membres
sont capables de lier les fibres de collagène et d’intervenir dans leur organisation
structurale.
Le but de cette étude est de documenter la dégradation des SLRPs de classe I
(le biglycane et la déconne) et 2 (la fibromoduline et le lumican) par la MMP-13 et
d’identifier les éventuels sites de coupure. Ces 4 molécules possèdent plus de 35%
d’homologie au niveau de leurs acides aminés et un nombre important de structures
conservées dans leurs protéines. Puisqu’il a été montré que certaines de ces
molécules pouvaient être digérées par des MMPs dans certaines conditions, comme
la déconne par les MMP-2, -3 et -7, et la fibromoduline par la MMP-13, on peut
alors supposer que ces molécules peuvent être coupées par la MMP-13 même si tous
ne possèdent pas le même site de coupure que la fibromoduline.
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ABSTRACT
A major and early feature of cartilage degeneration is proteoglycan breakdown.
MMP-13 plays an important role in osteoarthritic (OA) cartilage degradation. This
MMP. in addition to initiating collagen fiber cleavage, also acts on several
proteoglycans. Among the proteoglycan families, one termed the small leucine-rich
proteoglycans (SLRPs) was found to be involved in collagen fibril
formation/interaction, with some members demonstrating a role in the OA process.
We investigated the ability ofMMP-13 to cleave members oftwo classes ofSLRPs:
1) biglycan and decorin and 2) fibromodulin and lumican.
SLRPs were isolated from human normal and OA cartilage using guanidinium
chloride (4M) extraction. Digestion products were examined by Western blotting.
The identity of the MMP-13 degradation products of biglycan and decorin (using
specific substrate) were determined following electrophoresis and microsequencing.
We showed that the SLRPs studied were cleaved to differing extents by human
MMP-13. Although onÏy minimal cleavage of decorin and lumican was observed,
cteavage of fibromodulin and biglycan was extensive, suggesting that both molecules
are preferential substrates. In contrast to biglycan, decorin and lumican, which
yielded a degradation pattern similar for both normal and OA, flbromodulin had a
higher level of degradation with increased cartilage damage. Microsequencing
revealed a novel major cleavage site (...VPK178-VfS) for biglycan and a potential
cleavage site for decorin upon exposure to MMP-13.
We showed, for the flrst time, the ability ofMMP-13 to degrade members from two
classes ofthe SLRP family, and the site at which biglycan is cleaved by MMP-13.
C
39
The MMP-13-induced SLRP degradation may represent an early critical event,
which may in turn affect the collagen network by the exposure of the MMP-13
cleavage site in this macromolecule. Awareness ofthe SLRP degradation products,
especiatly those of biglycan and fibromodulin, may assist in an early detection ofOA
cartilage degradation.
o
C
40
INTRODUCTION
Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatologic disease, with high incidence
and morbidity. Even though the early pathophysiological process remains to be
determined, one of the first atterations in OA cartilage is a decrease in its
proteoglycan content [1J. Proteoglycans form a large group that can be cÏassified into
five families according to the structural properties of their core protein [2, 3]. One
group, termed the small leucine-rich proteoglycans (SLRPs), possesses a central
domain of characteristic repeats that participate in protein-protein interactions [4].
The SLRPs can be divided into four classes based on gene organization and amino
acid sequence homologies [1]. Members in class I are decorin, biglycan and asporin;
in class 11, fibromodulin, lumican, keratocan, PRELP (proline arginine-rich end
leucine-rich repeat protein) and osteoadherin; in class III, epiphycan, mimecan and
opticin; and in class IV, chondroadherin and the recently identified nyctalopin [5].
Although an understanding ofthe functions ofSLRPs is only now emerging, most of
the members bind specifically to other extracellular matrix constituents and
contribute to the structural framework of connective tissues [4]. Moreover, some
were shown to interact with various collagen types, including collagen type II, and to
influence collagen fibril formation and interaction. These include decorin [6],
fibromodulin [7], asporin [8], lumican [9], PRELP [10] and chondroadherin [11].
Moreover, fibromodulin, asporin [5], biglycan [12], decorin [12] and lumican [13]
were also suggested to play a role in the OA cartilage process.
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Decorin was the first in this series ofmolecules to be structuraliy defined. It contains
one glycosaminoglycan chain, often dermatan sulfate, which can adopt complex
secondary structures and form specific interactions with matrix molecules [4]. The
decorin level in cartilage is by far the most abundant ofthe SLRPs, and in humans its
level increases with increasing age [14]. Its proposed major fttnctions are the
regulation of collagen fibrillogenesis and maintenance of tissue integrity by its
binding with fibronectin and thrombospondin [2, 15, 16]. The closely related family
member biglycan, despite its 57% of homology with decorin [17], does flot interact
with coilagen under ail conditions. Biglycan interactions appear to be primariiy with
type VI coliagen. Biglycan has been identified at the surface of cartilage and in the
pericellular region. In OA cartilage, a higher concentration was reported in the
deeper layers of the tissue [12]. fibromodulin contains up to four keratan sulfate
chains [6], and was originaliy described as a cotiagen-binding protein. It is able to
influence collagen fibril formation and maintain a sustained interaction with the
formed fibrils [19]. Lumican, which is present at a high level in the cornea [20], bas
a widespread distribution in connective tissues [15], including cartilage [21].
Lumican and fibromodulin have been shown to bind to the same site on the coilagen
fibril [19, 22]. Lumican modulates collagen fibrillogenesis and enhances collagen
fibril stability [23].
Synthesis of coliagen in normal and pathological cartilage is slow. However, in OA,
the integrity of the collagen network is impaired. This could result from defective
linking ofthe collagen fibrils by moiecuies such as the SLRPs, thus interfering with
the network stability, preventing its repair and accelerating its degradation. Cleavage
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of the SLRPs may then precede major destruction of the collagen and contribute to
this process [19]. Data in the literature shows that members of the matrix
metalloprotease (MMP) family are able to cleave some SLRPs. MMP-1 is able to
cleave human recombinant lumican
[24], MMP-2, MMP-3 and MMP-7
human recombinant decorin [2], and MMP-13 cleaves bovine fibromodulin when
this molecule is bound to collagen [19]. Purifled bovine fibromodulin cannot be
cleaved by human MMP-13 [19].
A!though various MMPs are present in human OA cartilage, MMP-13 was
demonstrated to have a major role. This enzyme, in addition to cleaving native
collagen and having a higher activity on type Il collagen than MMP-1, also acts to
degrade various extracellular macromolecules including proteoglycans [25]. Limited
studies, however, have been done on its effect on the SLRPs. We therefore
investigated the ability of human recombinant MMP-13 to cleave members of two
classes of the SLRPs (class I decorin and biglycan, and c!ass II fibromodulin and
lumican), derived from normal and OA human cartilage differing in the severity of
the disease process. Results show that MMP-13 is able to degrade ail four SLRPs,
with fibromodulin and biglycan being preferentiat substrates.
MATERIALS AND METHODS
Specimen selection
Normal human cartilage (femoral condyles and tibia! plateaus) was obtained from
individuals within 12 hours of death at time of autopsy (n = 3; mean age ± SD 52 ±
14). These individuats had no history ofjoint disease and died of causes unre!ated to
arthritic diseases, inc!uding cardiorespiratory arrest, cerebra! hemorrhage and
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pulmonary embolism. The tissue was examined macroscopically and histologically
to ensure that only normal tissue was used.
OA human cartilage (femoral condyles and tibial plateaus) was obtained from
patients undergoing total knee arthroplasty (n = 9; mean age + SD 76 ± 5 years). Ail
patients were evaluated by a certified rheumatologist who used the American
College of Rheumatology criteria for OA of the knee [26]. These specimens
represented early, moderate or severe OA, as defined by microscopic criteria [27-
29]. The Clinical Research Ethics Committee ofthe University ofMontreal Hospital
Center approved the study protocol and the use ofhuman tissues.
Proteoglycan extraction
Proteoglycans were extracted with 4 M guanidinium chloride [30, 31]. Briefly,
cartilage was finely diced to pieces and extracted with 4 M guanidinium chloride
(Invitrogen mc; Carlsbad, CA) in 0.1 M sodium acetate, pH 6.0, containing the
protease inhibitors [leupeptin (10 j.ig/ml), pepstatin (10 tgIml), aprotinin (10 jiglmi),
phenanthroiine (10 tg/ml), and phenylmethanesulphonyl fluoride (100 p.g/ml) (EMD
Biosciences Inc., La Jolia, CA)], at 4°C with continuous stirring for 4$ hours. The
extract was separated from the cartilage residue by filtration through glass wool.
Analysis of SLRP cleavage by MMP-13
MMP-13 proteolytic activity was analyzed on human normal (n = 3) and OA
cartilage having different levels of fibrillation corresponding to the different stage of
the disease process. These were named slightly (n 3), moderately (n = 3) and
severely (n = 3) fibrillated cartilage. Proteoglycan extracts were incubated with 100
ng!ml of the human recombinant (rh) MMP-13 (R&D Systems Inc., Minneapolis,
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O MN) activated with 0.5 mM APMA (Kodak Inc., Toronto, ON, Canada) in 50 mM
Tris-HC1, pH 7.5, containing 10 mM CaCI2, 0.05 % Brij 35 (Sigma-Aldrich Canada
Ltd., Oakville, ON, Canada) at an MMP-13/glycosaminoglycan ratio of 1:50.
Glycosaminoglycan content was determined by the DMMB method [32]. The
reaction was stopped by the addition of 1 5 mM EDTA (Sigma-Aldrich Canada Ltd.).
The samples were treated with 25 mU chondroitinase ABC (#C-2905; Sigma
Aldrich Canada Ltd.)/100 iI proteoglycan extract, ovemight at 37°C.
In order to investigate the MMP-13 specificity, RO 110-2481, a synthetic specific
MMP-13 carboxylate inhibitor generously provided by C. Myers (Roche Bioscience,
Palo Alto, CA), was tised. Briefly, samples from moderately fibrillated cartilage
extract were treated with rhMMP-13 and RO 110-2481 at 1 and 50 nM for the
indicated time, and samples processed for Western blotting.
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Western blotting
Proteoglycan solutions were mixed with a sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8,
2% w/v SDS, 10% glycerol, 5% B-mercaptoethanol, and 0.05% bromophenol blue)
and electrophoresed on 4-20% Ready-Gels (Bio-Rad Laboratories Ltd., Mississauga,
ON, Canada). then transferred eÏectrophoreticatly to nitrocellutose membranes (Bio
Rad Laboratories Ltd.) and processed for Western immunoblotting. Blots were
blocked in 2% low-fat dry milk in Tris-buffered saline containing 0.05% Tween 20
(Sigma-Aldrich Canada Ltd.). As described previously [13J, rabbit polyclonal
antibodies against the carboxyt-terminus of the SLRP core proteins were used as
primary antibodies for the detection of biglycan (1/5000 dilution), fibromodulin
(1/10000 dilution), lumican (1/5000 dilution), and decorin (1/5000 dilution). The
second antibody was a horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit
immunoglobulin (1/10000 dilution; Pierce, Rockford, IL). Detection was performed
by chemiluminescence with the Super SignaI’ ULTRA chemiluminescent substrate
(Pierce), according to the manufacturer’s specifications.
Sequencing of biglycan and decorin degradation products
Bovine recombinant biglycan (15 jig) and decorin (15 jig) (Sigma-Aldrich Canada
Ltd.) were incubated for 1 hour at 37°C with APMA-activated rhMMP-13 in 50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, containing 10 mM CaCI2 and 0.05% Brij 35. The reaction was
stopped by the addition of 15 mM EDTA. Glycosaminoglycan chains were removed
by incubation with 0.1 unit chondroitinase ABC (#C-3667; Sigma-Aldrich Canada
Ltd.) for $ hours at room temperature, followed by boiling for 5 minutes with the
electrophoresis sample buffer. To remove Asn-Iinked oligosaccharides, N-glycanase
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(0.3 unit; Roche Diagnostics, Lavai, QC, Canada) and sample buffer containing
1.2% Nonidet P-40 (Roche Diagnostics) were added to the solution, which was then
incubated again for 12 hours at room temperature. Degradation products were
separated in 4-20% polyacrytamide gels (Bio-Rad Laboratories Ltd.). After
electrophoresis, the gels were soaked in CAPS transfer buffer (10 nM 3-
cyclohexylamino-1-propanesuifonic acid, 10% methanol, pH 11.0). After washing,
the proteins were transferred for 15 minutes at 0.25 A onto PVDF membranes
(Miiiipore Corporation, Bedford, MA), which were washed in deionized water,
stained with 0.1% Coomassie Blue in 50% methanoi for 5 minutes, and then
destained in 50% methanoi, 10% acetic acid for 5-7 minutes at room temperature.
f inaliy, the membrane was rinsed in deionized water, air dried and stored at room
temperature. N-terminai amino acid sequencing ofthe proteÏn band was performed
on a Procise Protein Sequencer model 492 (Applied Biosystems).
RESULTS
MMP-13-induced bigiycan and decorin degradation
Bigiycan in human normal and OA cartilage migrated as a doublet at 4$ and 45 kDa,
representing intact and N-terminaily processed bigiycan. MMP-13 degradation of
biglycan was detected at 0.25 hours of incubation, and was almost completed at 2
hours (f igure I). A fragment of about 2$ kDa was generated. The biglycan profile
from normal (non-fibriliated) to moderateiy fibriilated cartilage was simiiar whether
the specimens were incubated in the presence or absence of MMP-13. 0f note, in the
specimens from non-fibriliated to moderatety fibriltated cartilage not treated with
MMP-13, the biglycan MMP-13 degradation product was already present, although
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in low amounts. Under MMP-13 treatment, there was an increase ofthe degradation
product until complete digestion of the substrate. Interestingly, but not unexpected,
in the severely fibrillated cartilage, the biglycan appeared to be in low abundance,
possibly due to prior degradation and loss from the tissue. However, MMP-13
further cleaved the residual substrate.
b determine whether MMP-13 was the only enzyme responsible for the cteavage,
and flot enzymes present in the cartilage extracts, we further treated the samples from
the moderately flbrillated cartilage with two concentrations (1 and 50 nM) of a
preferential inhibitor of MMP-13, RO 110-2481 [26]. Biglycan degradation was
completely prevented at both concentrations tested (Figure 1).
Decorin from normal and OA cartilage migrated as a single band of about 45 kDa.
MMP-13 degradation ofdecorin was not detected untit 4-8 hours of incubation, and
proteolysis was complete by 16 hours (Figure 2). Two decorin fragments of about 30
and 28 kDa were detected. There was no major difference in the degradation pattern
with the normal to moderately fibrillated cartilage. In the severely fibrillated
cartilage, although the rate ofMMP-13 degradation was similar to the other cartilage
categories, no decorin fragment could be seen. The ability ofMMP-13 to degradate
decorin was prevented in the presence of RO 110-24$ 1, but only at the higher
concentration tested (50 nM) (Figure 2).
MMP-13 cleavage sites of biglycan and decorin
N-terminal amino acid sequence analysis of the biglycan fragments generated by
MMP-13 treatment revealed a novel major cleavage site at the G178/179VFSG.
Fragments of 2$ and 22 kDa were obtained, both ofwhich possessed the same amino
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terminal sequence. This suggests that MMP-13 is also able to cleave at a second, as
yet unidentifled, site doser to the carboxyl terminus ofbiglycan (Figure 3).
Sequence analysis of the two decorin cteavage fragments of 28 and 26 kDa showed
that they possessed the same N-terminal sequence as the mature decorin core protein
(Figure 4).
The SLRP fragment sizes visualized on the gel used for sequencing were smaller
than those observed on the gel used for Western blouing due to the treatment with N
glycanase in the former procedure.
Degradation of fibromodulin and lumican
fibromodulin from normal and OA cartilage migrated as a single component of
about 60 kDa. MMP-13 induces fibromodulin degradation in a time-dependent
fashion, being detectable after l-2 hours of incubation and complete by 16 hours
(f igure 5). In the moderately and severely flbrillated cartilage, a degradation product
of about 33 kDa was generated early under MMP-J 3 treatment. The fragment
initially increased in abundance with incubation time, and thereafier declined as the
fibromodulin was further degraded. The specific MMP-13 inhibitor prevented the
fibromodutin degradation, but in a dose-dependent manner (Figure 5).
Lumican also migrated as a single component of 60 kDa. MMP-13-induced
degradation was detected only after 8-16 hours of incubation (Figure 6). A fragment
of about 30 kDa was observed only with the severely fibrillated cartilage. As for the
other SLRPs, the specificity of MMP-13 was verified on extracts from moderatety
fibrillated OA cartilage, where lumican degradation was prevented by the treatment
with the MMP-13 specific inhibitor in a dose dependent manner (f igure 6).
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DISCUSSION
A major and early feature of cartilage degeneration is proteoglycan breakdown.
MMP-13 has been shown to play an important role in OA cartilage degeneration by
its effect flot only on the collagen network but also on proteoglycans [3]. In this
study, we investigated the ability ofhuman MMP-13 to act on members ofthe SLRP
proteoglycan family derived from human cartilage from normal to advanced OA.
One of the emerging observations is that biglycan and fibromodulin are preferential
substrates for MMP-13, while the degradation of decorin and lumican is much less
effective. This could imply that biglycan and fibromodulin are sensitive to both the
gelatinolytic and collagenolytic activities ofMMP-13, while decorin and lumican are
more responsive to the gelatinolytic cleavage. Support ofthis hypothesis is provided
by 1mai et al [2], who showed that decorin could be cleaved by MMP-2, -3, and -7,
whereas cleavage with MMP-1 was negligible. The greater effect of MMP-1 3 than
MMP-1 on decorin could be due to the fact that the former enzyme has 44 times
more gelatinolytic activity that MMP-1 [33]. Moreover, and in agreement with this
hypothesis, only I nM of inhibitor RO 110-2481 is sufficient to prevent
collagenolytic activity, but 50 nM is required to prevent gelatinolytic activity [34],
and the effect of MMP-13 on biglycan and fibromodulin is abolished at both
inhibitor concentrations whereas the effect on decorin and lumican is abolished only
at the higher concentration.
Biglycan is found in the pericellular matrix ofmany connective tissues, and appears
to play a role in regulating morphogenesis and differentiation [35]. Although
biglycan is present in cartilage and is up-regulated in the late stages of OA [12], its
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exact role in OA stili remains to be determined. The present study showed that the
degree of biglycan degradation was independent of the extent of cartilage damage,
though the amount of biglycan present in the severely fibrillated cartilage was
significantly less than in normal to moderately flbrillated specimens. This suggests
that in the severely fibrillated specimens, biglycan bas already been extensively
degraded, leading to the loss ofthe epitope recognized by the antibody. Our data also
showed that MMP-13 induces two main biglycan fragments. The larger fragment
possessed a new cleavage site, (...G178/179VFSG) in the leucine-rich region. The
second smaller fragment possessed the same amino terminal sequence, indicating the
presence of a second cleavage site. As the antibody used for immunodetection
recognizes the C-terminal region of biglycan, cleavage at this second site would
prevent detection ofthe smaller fragment by immunoblotting.
As
mentioned above, 1mai et al demonstrated the ability ofthree MMPs, MMP-2, -3,
and -7, to degrade decorin, and reported muttipte cleavage sites [2]. It seems ÏikeÏy
that these MMPs cleaved within the teucine-rich region at different sites, as ail
fragments aibeit of different sizes possessed the same N-terminal sequence
corresponding to that of the intact decorin core protein [2]. The present study
revealed that MMP-13 degrades decorin into two fragments that also possessed the
same N-terminal sequence as the intact decorin core protein. The size of the
fragments suggests that these cleavage sites also reside within the leucine-rich
region. As the degradation of decorin by MMP-13 appears due to its gelatinase
activity rather than its collagenase activity, it is likely that one of the MMP-13
cleavages could be at the L242/243KGLN site, which is the cleavages used by
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gelatinase A (MMP-2) [2], and the other fragment would then be due to a cleavage
N-terminal of this site. This L242/243KGLN cleavage site is very plausible for MMP
13, as it is between aliphatic and hydrophobie amino acids, which are preferred by
MMPs [36].
Interestingly, one ofthe characteristics ofdecorin is its interaction with active TGF
B, thereby providing a tissue reservoir ofthis factor [37]. Our data showing MMP-13
cleavage in the Ieucine-rich repeats suggests the possibility that TGf-B may be
released from the decorin afier digestion with this MMP. We reported in a previous
work that in OA cartilage, the TGf-B level is up-regulated and responsible for the in
situ increase of MMP-13 in this disease tissue [2$]. The effect of MMP-13 on
decorin, atthough not a preferentiat substrate, could be threefotd. It may permit
collagen degradation by its loss from the surface of the collagen fibrils; since data
suggest that the leucine-rich repeats play a critical role in the interaction of SLRPs
with coltagens [38]; it may resutt in toss of tissue integrity through the functional
failure of decorin and biglycan interactions; and it may promote tissue degradation
via TGFI3 release leading to increased MMP-13 production.
Lumican was reported to be present in human cartilage [39], but no direct evidence
of its involvement in human OA has yet been reported. Young et al [13], however,
recently showed that lumican is up-regulated in an ovine meniscectomy model of
OA. This up-regulated expression in degenerative cartilage was associated with
increased lumican core protein deficient in keratan sulfate chains [13]. The present
study demonstrated that lumican is digested by MMP-13, and its sensitivity to
digestion appeared independent of the level of degradation of the cartilage from
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which it was extracted. This may indicate that lumican degradation is independent of
interactions with the various components in the different cartilage extracts.
f ibromodulin cleavage by MMP-13 has been previously demonstrated [19]. In
human fibromodulin cleavage occurs at the Y6364TYGS site in the N-terminal region
of the molecule [19]. In the present study MMP-13 degradation of fibromodulin
generated a fragment of 30 kDa, which presumably corresponds to the fragment
described by Heathfield et al [19]. 0f note, this fragment is generated in moderately
and severely fibrillated cartilage, but flot in normal or slightly fibrillated cartilage,
reflecting an increased sensitivity of fibromodulin to degradation when the cartilage
is more degenerated. This could be related to the presence of other components in the
cartilage extracts that interact with the fibromodulin. Varying abundance of such
components between the differently affected cartilages could then influence MMP
13 cleavage. The work by Heathfield et al suggests that cleavage of fibromodulin is
dependent on its ability to bind type II collagen [19]. There are two possibilities that
could explain this situation. f irst, the ability of isolated SLRPs interact with one
another could result in the cleavage site being hidden. The recent description of
decorin adopting a dimeric conformation in both the solution and crystal state may
relate to this hypothesis, if other SLRPs behave in a similar manner [40]. It is
possible that this dimeric conformation is removed when the SLRP binds to collagen
and the MMP-13 cleavage site is then exposed. A second hypothesis could be that
isolated SLRPs can act as zinc-binding proteins [41]. If this is a property of only the
ftee SLRP, then in the absence of collagen or other binding partner the molecules
could remove the active site zinc necessary for MMP-1 3 function.
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Although MMP-13 was shown to degrade type II collagen fibrils efficiently [42], it
is possible that in vivo SLRP interaction may help protect the fibrils by impeding
access to the collagenase cleavage site. Data from this study are of importance in
human OA pathophysiology, as MMP-13-induced SLRP degradation may represent
an initial event in collagen fibril degradation, by exposing the collagen fibrils to
proteolytic attack and permitting subsequent cartilage degeneration. in vivo
identification of the SLRP degradation products, especiatly those of biglycan and
fibromodulin, may assist in an early detection ofdegeneration in OA cartilage.
o
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CONCLUSION
in this study we demonstrated, for the first time, the ability of human recombinant
MMP-13 to cleave members of two classes of SLRPs (decorin, biglycan,
fibromodulin and lumican) derived from normal and OA human cartilage differing in
severity of the disease process. Although minimal cleavage of decorin and lumican
was observed, cleavage of fibromodulin and biglycan was extensive, suggesting that
both molecules are preferential substrates. We demonstrated that fibromodulin has a
higher level of degradation with increased cartilage damage. We also characterized a
nove! major cleavage site for biglycan and a potential cleavage site for decorin. We
hypothesized that MMP-13-induced SLRP degradation may represent an early
critical event in the process of cartilage degradation. Awareness of the SLRP
degradation products may assist in an early detection ofOA cartilage degradation.
C
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FIGURE LEGENUS
Figure 1. Representative western blot of time course of MMP-13-induced
degradation of biglycan. Human articular cartilage extracts were incubated with
APMA-activated MMP-13 for the indicated time (O-16 hours). Panels are for extracts
from normal (non flbrillated) cartilage, or from slightly, moderately and severeÏy
fibriltated OA cartilage. The bottom panel relates to the extract from moderately
fibrillated OA cartilage incubated for 1.5 hours with APMA-activated MMP-13 in
the absence or presence of 50 or 1 nM RO 110-2481, a preferential MMP-13
inhibitor.
Figure 2. Representative western blot of time course of MMP-13-induced
degradation of decorin. Human articular cartilage extracts were incubated with
APMA-actjvated MMP-13 for the indicated time (O-16 hours). Panels are for extracts
from normal (non fibrillated) cartilage, or from slightly, moderately and severely
fibrillated OA cartilage. The bottom panel relates to the extract from moderately
fibrillated OA cartilage incubated for 16 hours with APMA-activated MMP-13 in the
absence or presence of 50 or 1 nM RO 110-2481, a preferential MMP-13 inhibitor.
Figure 3. Schematic representation of biglycan cleavage sites generated by APMA
activated MMP-13. The arrow indicates the MMP-13 cleavage site, and the broken
arrow the potential secondary MMP-13 cleavage site.
Figure 4. Schematic representation of decorin cleavage sites generated by APMA
activated MMP-13. The broken arrows indicate the potential MMP-13 cleavage
sites.
o
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Figure 5. lime course of MMPI3 induced fibromodutin degradation. For further
detaïls see tegend of Figure 1.
Figure 6. lime course ofMMP-13 induced lumican degradation. For further details
see legend of figure 2.
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DISCUSSION
Les principales macromolécules de la matrice du cartilage articulaire sont les
protéogtycanes qui en assurent l’élasticité et le collagène, responsable des propriétés
de tension de ce tissu. Le principal type de collagène du cartilage est celui de type 11,
représentant environ 90% du collagène total. Dans le cartilage normal, les
chondrocytes maintiennent un équilibre dynamique entre les processus de synthèse et
de dégradation des composantes de la matrice, de sorte qu’une concentration
constante de ces composantes est maintenue. Dans les maladies dégénératives
comme l’arthrose, cet équilibre est perturbé. La dégradation du collagène et des
protéoglycanes excède celle de leur synthèse (152). Les données biochimiques
concordent avec un déficit du réseau de collagène du cartilage, qui semble dû à une
rupture du lien entre les fibres de collagène adjacentes à la matrice (153-156). Ces
altérations sont les plus précoces et semblent irréversibles. De plus, la destruction
des protéoglycanes est elle aussi un facteur majeur et précoce de la dégénérescence
C du cartilage.Un protéoglycane majeur de la matrice extracellulaire du cartilage est
l’aggrécane. Il confère à ce tissu sa résistance à la compression. L’aggrécane est
coupé dans le cartilage humain OA. Cette digestion est réalisée par une famille
d’enzyme appartenant aux métalloprotéases, les ADAMTS ou aggrécanases. Les
ADAMTS-4 (aggrécanase-1) et -5 (aggrécanase-2) ont été étudiées dans l’OA et leur
importance dans la dégradation du cartilage a été démontrée (150;151).
La dégradation des principaux éléments de la matrice extracellulaire du
cartilage résulte d’une augmentation de l’activité d’enzymes protéolytiques, plus
particulièrement de celle des MMPs (152). Les premiers travaux sur ces enzymes ont
d’abord suggéré que la dégradation initiale du collagène dans ce tissu résulterait de
l’action de la collagénase-1 (MMP-1), quoique la présence de cette enzyme
n’expliquait pas toutes les manifestations pathologiques retrouvées dans le cartilage.
La découverte de la MMP-13 (collagénase-3) et la démonstration de son implication
dans l’arthrose (124;129) a remis en question l’importance de la MMP-1 seule. En
effet, la MMP-13 est capable de scinder le collagène de type 11 au niveau de la triple
C
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hélice avec une vitesse catalytique de 5 à 10 fois plus élevée que celle de la MMP-1,
et contrairement à celle-ci, la MMP-13 se retrouve préférentiellement dans le
cartilage; de plus, son niveau d’expression est plus élevé dans le tissu OA que dans
le tissu normal (124;129-1 31 ;136).
La MMP-13, en plus de son rôle sur la dégradation du collagène dans le cartilage,
joue un rôle très important dans la dégradation du cartilage dans l’OA aussi par son
effet sur les protéoglycanes. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à la
capacité de la MMP-13 à agir sur les différents membres de la famille des SLRPs qui
sont impliqués dans les interactions avec les fibres de collagéne pour en réguler le
diamètre et leur insertion latérale. Nous avons étudié l’activité de la MMP-13 sur les
SLRPs dans des extraits de cartilage normal comparé aux OA à différentes étapes de
dégénération. Des études précédentes ont montré que, dans le cartilage humain OA
avec une atteinte modérée à sévère, trois des SLRPs, le biglycane, la fibromoduline
et la déconne dans une moindre mesure, étaient déjà partiellement dégradés ou
structurellement modifiés (91). Le travail décrit dans ces études suggère fortement
C que ceci est dû à l’habilité
de la MMP-13 à agir sur les SLRPs. Ces données sont
importantes pour la compréhension de la physiopathologie humaine étant donné que
la protéolyse des SLRPs par la MMP-13 pourrait précéder la destruction du
collagène et par conséquent initier la dégradation du cartilage.
Différents laboratoires se sont intéressés aux SLRPs. En particulier, les
travaux de Schmidt et al (157) et Hausser et al (158) ont montré une digestion
intracellulaire de la déconne dans des fibroblastes de la peau. Nos travaux ont
montré que le biglycane et la fibromoduline sont des substrats préférentiels de la
MMP-13 tandis que celle-ci est moins efficace sur la dégradation de la déconne et du
lumican. On peut donc supposer que le biglycane et la fibromoduline sont sensibles à
l’activité gélatinase et collagénase de la MMP-13, tandis que la déconne et le
lumican ne sont sensibles qu’à l’activité gélatinase. En effet, 1mai et al (148) ont
montré que la déconne pouvait être clivée par les MMP-2, -3 et -7 mais que l’activité
de la MMP-1 sur la déconne était négligeable. Nos expériences d’inhibition avec le
RO 110-2481, inhibiteur synthétique préférential de la MMP-13 supportent
ces observations. En effet, des travaux précédents semblent suggérer que 1 nM de cet
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inhibiteur prévient l’activité coltagénase, tandis qu’il faut 50 nM pour inhiber
l’activité gélatinase. (131)
Le biglycane se trouve dans la matrice péricellulaire de différents tissus conjonctifs
où il joue un rôle dans la morphogénese et dans la morphodifférenciation (91).
Même si les études initiales n’ont pas montré de différences entre la quantité de
biglycane dans le cartilage normal et OA (84), des études plus récentes ont montré
que la synthèse de biglycane était augmentée dans les stades avancés de l’OA (91).
Dans notre étude, nous nous sommes intéressés à la capacité de la MMP-13 à
dégrader le biglycane. Nous avons identifié deux fragments principaux. Le plus
grand possède un nouveau site de coupure (....VPK178-179VFS) situé au milieu du
domaine riche en leucine. Le deuxième fragment possède la même séquence en acide
aminé N-terminale. Ceci indique la présence d’un deuxième site de coupure sur le
premier fragment. Le fragment ne peut être identifié par immunobuvardage, étant
donné que l’anticorps que nous avons utilisé pour l’immunodéctection reconnait la
région C-terminale du biglycane, la coupure au deuxième site empêche donc la
O détection du petit fragment par immunoblot. Le niveau de dégradation du biglycane
est indépendant du degré de dégradation du cartilage. Cependant, la quantité de
biglycane présente dans le cartilage sévèrement fibrillé est significativement moins
importante que dans le cartilage normal ou modérément fibrillé. Ceci suggère que
dans les spécimens fibrillés, le biglycane est déjà extrêmement dégradé, conduisant
donc à la perte de l’épitope reconnu par l’anticorps.
1mai et al ont montré que les MMP-2, -3 et -7 étaient capables de dégrader la
déconne (14$) et ont mis en évidence les sites de coupures. Toutes ces MMPs sont
capables de couper dans la région riche en leucine car elles génèrent toutes des
fragments de tailles différentes qui ont tous la séquence N-terminale correspondant à
celle de la déconne intacte (148). Dans notre étude, nous avons montré la capacité de
la MMP-l3 à dégrader la déconne. Nous avons observé deux fragments qui
possèdent la même séquence N-terminale que la déconne intacte. La taille de ces
fragments suggère que les sites de coupure se situent aussi dans la région riche en
leucine. Etant donné que la dégradation de la déconne par la MMP-13 semble due à
son activité gélatinase plutôt que collagénase, il semble possible qu’un des sites de
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coupure de la MMP-13 puisse être ASL242-243KGL, site de coupure de la gélatinase
A (MMP-2). Ce site se trouve entre les acides aminés aliphatiques et hydrophobes,
site préférentiel de la MMP- 13 (123). Cependant, d’autres études doivent confirmer
cette hypothèse. Selon le site de coupure on déduit que la MMP-13 couperait au
début du domain LRR-X. Le monomer de decorine perdrait les trois derniers
domains LRR de la région C- terminale. De cette manière cette structure serait
tronquée et finalement serait modifiée la capacité d’union au substrat. Par homologie
nous pourrions dire que MMP-13 coupe le biglycan au milieu du domain VII, ce qui
affecterait gravement son union aux différents substrats (161). Par ailleurs, une des
caractéristiques de la déconne est de lier le TGf 13 actif, devenant ainsi un réservoir
de cette molécule. Nos résultats montrant la coupure par la MMP-13 dans le site
riche en leucine suggèrent la possibilité, comme 1mai et al l’avaient rapporté, que le
TGff3 puisse être libéré de la déconne après la digestion par cette MMP. Pelletier et
al ont décrit la présence dans le cartilage OA de taux élevés de TGff3 (136). Ce
dernier serait responsable de l’augmentation in situ de la MMP-13 dans le cartilage
OA (136). L’effet de la MMP-13 sur la déconne, même s’il ne s’agit pas d’un
substrat préférentiel, permettra en plus la dégradation du collagène par l’élimination
du substrat interagissant avec ces fibres de collagène et l’augmentation du niveau de
MMP-13 dans ce tissu.
La coupure de la fibromoduline par la MMP-13 a déjà été montrée (147). Dans la
fibromoduline humaine, te clivage se produit au site PAY6364-TYG dans la région N-
terminale de la molécule (147). Dans notre étude, la dégradation de la fibromoduline
par la MMP-13 génère un fragment de 32 kDa, qui correspond en taille au fragment
attendu si le clivage se produit dans la zone PAY6364-TYG. Il est intéressant de
constater que ce fragment est généré dans le cartilage déjà fibrillé (modéré ou sévère)
mais qu’il ne l’est pas dans le cartilage normal ou légèrement fibrillé. Ceci pourrait
reflèter une sensibilité accrue de la fibromuduline quand le cartilage est plus dégradé
ou pourrait être relié à la présence d’autres composants dans les extraits de cartilage
qui pourraient interagir avec la fibromoduline. En effet, nous avons travaillé avec un
extrait de cartilage, et des quantités variables de ces composants dans les différents
types de cartilage pourraient influencer le clivage par la MMP-13.
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Le lumican est présent dans le cartilage humain (159) mais aucune preuve de son
implication dans l’arthrose humaine n’a été jusqu’ici rapportée. Cependant, Young et
al (160) ont récemment montré que le lumican est augmenté dans le cartilage
arthrosique dans un modèle par ménissectomie chez l’ovin. Cette augmentation de
l’expression du lumican dans le cartilage dégénératif est associée à une augmentation
des noyaux protéiques de lumican déficient en chaines de kératane sulfate. Dans
notre étude, nous avons montré que le lumican était digéré par la MMP-13 et que la
sensibilité à la digestion était indépendent du degré de dégradation du cartilage d’où
il a été extrait.
Une des limitations de l’étude est que les extraits de cartilage digérés par MMP-13
sont analysés par immunoblot en utilisant des anticorps spécifiques pour la région C-
Terminale. De cette manière on ne peut pas visualiser certains des fragments de
dégradation (ceux-là qui perdent l’épitope C- Terminal). Quand on visulaise la
digestion de le peptide purifié (disponible commercialement) avec bleu de
Commasie on peut voir le patron complet de dégradation.
c Heathfield et al (147) ont conclu que te clivage de la fibromoduline est dépendant de
sa capacité à se lier au collagène de type II. Deux possibilités expliqueraient ce fait.
Tout d’abord, ceci peut impliquer la capacité des SLRPs à se lier les uns aux autres
quand ils sont isolés, de telle sorte que le site de coupure est masqué. La description
récente de la dimérisation de la déconne dans deux états, en solution et en cristaux,
pourrait être reliée à cette hypothèse, si d’autres SLRPs se comportent de la même
manière. Il est possible que cette conformation dimérique soit modifiée quand le
SLRP est relié au collagène (161). D’autre part, les SLRPs isolés peuvent agir
comme des protéines liant le zinc (162). Ainsi, ils capteraient les atomes de zinc
nécessaires pour l’activité de la MMP-l3.
La MMP-13 a la capacité de dégrader efficacement les fibres de collagène de type II
(124). Il est possible que l’intéraction avec les SLRPs puissent protéger les fribrilles
en empêchant l’accès de la collagénase à son site de coupure. La dégradation des
SLRPs induite par ta MMP-13 pourrait représenter un évènement initial dans la
dégradation des fibritles de collagène en exposant le réseau de collagène.
L’identification des produits de dégradation des SLRPs, notamment celui de
C
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biglycane et de la fibromodutine, pourra nous aider à détecter précocément la
dégradation du cartilage dans l’arthrose.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Les propriétés particulières de la MMP-13 en ont fait une cible de choix,
spécialement par les compagnies pharmaceutiques, dans la recherche de thérapies
visant à diminuer l’activité collagénolytique dans le cartilage OA, soit par la
recherche d’inhibiteurs spécifiques de son activité, soit par une inhibition de sa
synthèse. Nous avons mis en évidence dans cette étude l’importance de la
dégradation des SLRPs par la MMP-13. Ceci apporte des éléments nouveaux sur
l’importance de la MMP-13 dans la dégradation de la matrice cartilagineuse dans
l’arthrose.
Les perspectives futures de ce travail se divisent en 3 parties. La première
consiste à étudier l’activité de la MMP-13 sur les SLRPs lorsqu’ils sont liés aux
fibres de collagène de type II et de voir s’il y a des différences avec les fibres de type
I. Le second volet consiste à étudier dans le details un autre membre de la famille des
SLRPs potentiellement digéré par la MMP-13, l’opticine. Enfin, une autre
perspective de cette étude est de purifier les différentes isoformes de la MMP-13 afin
d’en étudier l’activité enzymatique sur les protéoglycanes et les SLRPs.
Les SLRPs ont la capacité de lier les fibres de collagène. Cette liaison joue un
rôle dans l’organisation des fibrilles. La fibromoduline a été le premier SLRP
identifié comme substrat de la MMP-13 (147). Cette digestion intervenait lorsque la
fibromoduline était liée au collagène de type II. Etant donné que les différents
SLRPs ont de grandes similarités structurales et que le lumican et la déconne sont
capables, tout comme la fibromoduline, de coiffer le collagène de type II, il paraît
important d’étudier la digestion des SLRPs quand ils sont lier au collagène et mettre
en évidence une éventuelle différence avec leurs formes isolées.
L’opticine est un membre de la classe 3 de la famille des SLRPs. Elle a été
initialement identifiée dans la cornée humaine. La matrice extracellulaire de ce tissu
montre certaines similarités avec celle du cartilage. Qui plus est, l’opticine est elle
aussi capable de lier le collagène de type II. Il est donc pertinent que la poursuite de
ce travail s’effectue sur l’expression de l’opticine dans le cartilage articulaire humain
et d’en étudier la dégradation par la MMP-13. Nos données préliminaires de réaction
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de polymérisation en chaîne (PCR) quantitative, d’immunobuvardage et
d’immunohistochimie montrent la présence de l’opticine dans le cartilage articulaire
normal et OA et qu’il y aurait des différences non pas dans le nombre de
chondrocytes produisant cet SLRP, mais dans le niveau d’opticine retrouvé dans la
matrice normale et OA. Ainsi, le cartilage OA aurait peu d’opticine dans sa matrice
comparé au normal.
Enfin, contrairement aux gènes des autres MMPs qui sont transcrits en un seul
ARNm, le gène de la MMP-13 est transcrit en deux ARNm principaux de 2.5 et 3.0 kb.
Un transcrit mineur d’environ 2.2/ 2.0 kb est aussi parfois détecté (124). Le criblage
d’une banque d’ADN complémentaire (ADNc) et d’ARN total de chondrocytes
humains par PCR avec différentes amorces a permis de déterminer la présence des
transcrits de la MMP-13 humaine et quatre types différents ont été isolées (143).
Le séquençage des ADNs complémentaires à ces ARNm a révélé qu’ils étaient
formés suite à des processus différents (143): utilisation de différents sites de
polyadénylation (COL3-APS), utilisation de différents sites de début de transcription
(COL3-ATS), délétion interne (COL3-DEL) et épissage alternatif (COL3-93-2). Le
transcrit COL3-APS comprend toute la région codante de la MMP-13 originale ainsi
que le même site de début de transcription. Il differe par l’utilisation d’un site
différent de polyadénylation, ce qui rend la région 3’-non-traduite plus courte. Un
transcrit de ce genre coderait pour une protéine identique à la MMP-l3 originale et
correspondrait à l’un des transcrits majeurs (2.5 kb) détecté par transfert Northern.
Le deuxième type retrouvé, COL3-DEL, comprend une région codante identique à
celle de la MMP-13 originale, sauf pour la présence d’une délétion interne de 387
pb, située dans le domaine hémopexine de l’enzyme. COL3-DEL peut en théorie
coder pour une protéine qui aurait une région N-terminale (séquence signal et sites
d’activation) identique à l’originale, mais, à cause de la délétion dans la région
hémopexine, aurait une activité enzymatique différente, puisque cette région est
essentielle à l’activité collagénolytique des collagénases (126). Le troisième transcrit,
COL3-9B-2, diffère du transcrit original par la présence d’un exon supplémentaire
résultant d’un épissage alternatif. La présence de l’exon change le cadre de lecture,
ce qui modifie en partie la séquence d’acides aminés en aval de t’exon. Comme ce
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nouvel exon se situe dans te domaine hémopexine, une protéine traduite à partir de
ce transcrit aurait aussi une activité enzymatique différente de celle de la MMP-13
originale. Le dernier type de transcrit, COL3-ATS, diffère de la MMP-13 originale
par la présence d’une plus longue région 5’-non traduite (environ 200 pb en amont
du site de transcription habituel). La présence de ce type de transcrit suggère un site
alternatif de transcription, donc, l’activité possible d’un promoteur alternatif.
Notre hypothèse suggère que les protéines dérivées de différents ARNs de la MMP
13 humaine auraient des rôles distincts à jouer dans la physiopathologie de l’OA.
Ainsi, l’activité d’un transcrit pourrait être augmentée dans les tissus OA et, d’autre
part, les différents ARNs seraient traduits en protéines présentant une activité
enzymatique différente de celle de la MMP-13 originale et ainsi contribuer à une
dégradation plus complète de la matrice. De plus, avec un lien plus direct avec notre
étude, il sera intéressant d’envisager les différentes activités enzymatiques de ces
isoformes sur les protéoglycanes, en particulier les SLRPs. D’ailleurs, l’isoforme
COL3-DEL, privée de son domaine hémopexine, aurait une activité diminuée sur le
C collagène mais serait en revanche beaucoup plus active et moins spécifique. Ainsi
elle pourrait avoir une activité plus importante sur les SLRPs. En effet, le domaine
hémopexine confère la spécificité de substrat à la MMP-13. En le perdant, l’isoforme
COL3-DEL acquiert une plus grande latitude de substrats, parmi lesquels les SLRPs
seraient des candidats.
Cette étude constituait initialement le sujet de ce travail. La purification des
différentes isoformes de la MMP-13 constitue un travail au long cours et deux des
isoformes, COL3-93-2 et COL3-DEL sont encore en voie de purification.
Cependant, nous avons débuté par l’éttide de la MMP-13 originale sur certains
protéoglycanes et il nous est apparu important de bien définir l’activité de cette
enzyme sur les SLRPs. Ceci a constitué mon projet de maîtrise et les résultats ont été
rapportés dans ce mémoire.
o
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